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Tis s u e  h o m e ost asis  i n v ol v es a  c o m pl e x  b al a n c e  of  d e v el o p m e nt al  si g n als  a n d  
e n vir o n m e nt al  c u es  t h at di ct at e  st e m c ell  f u n cti o n. T h e  s e c o n d  c h a pt er  of  t his dis s ert ati o n  
d es cri b es  h o w  di et ar y  li pi ds c o ntr ol  e nt er o e n d o cri n e  c ell  pr o d u cti o n  fr o m D r os o p hil a  
p ost eri or  mi d g ut  st e m c ells.   B y  m o d ul ati n g  t h e di et  of  n e wl y  e cl os e d  fli es, I f o u n d t h at 
d i et ar y c h ol est er ol  i nfl u e n c es n e w  i nt esti n al c ell  diff er e nti ati o n  i n a n  H r 9 6 -d e p e n d e nt  
m a n n er  b y  alt eri n g  t h e l e v el a n d  d ur ati o n  of  N ot c h  si g n ali n g.   E x o g e n o us  li pi ds m o d ul at e  
D elt a  li g a n d a n d  N ot c h  e xtr a c ell ul ar  d o m ai n  st a bilit y  a n d  alt er  t h eir tr affi c ki n g i n 
e n d os o m al  v esi cl es.   Li pi d -m o d ul at e d  N ot c h  si g n ali n g  o c c urs  i n ot h er  n utri e nt -d e p e n d e nt  
tis s u es, s u g g esti n g  t h at D elt a  tr affi c ki n g i n m a n y  c ell s  is s e nsiti v e  t o c el l ul ar st er ol l e v els.  
T h es e  di et -m e di at e d  alt er ati o ns  i n y o u n g  a ni m als  c o ntri b ut e  t o a  m et a b oli c  pr o gr a m  t h at 
p ersists  aft er  t h e di et  c h a n g es.   A  l o w st er ol di et  als o  sl o w s  t h e pr olif er ati o n  of  
e nt er o e n d o cri n e  t u m ors i niti at e d b y  N ot c h  p at h w a y  disr u pti o n.   
I n t h e t hir d c h a pt er  I c o ntr ast  t h e r e gi o ns of  t h e l ar v al a n d  a d ult  mi d g ut,  a n d  
d es cri b e  h o w  t h e a d ult  mi d g ut  pr o g e nit ors  di vi d e  d uri n g  p u p ati o n  t o cr e at e  t h e f o u n d ati o n 
f or t h e a d ult  mi d g ut.  I i n d u c e d a  li n e a g e m ar k  at  v ar yi n g  ti m es d uri n g  d e v el o p m e nt,  a n d  
t h e n o bs er v e d  t h e d e v el o p e d  cl o n es  l at er t o s h o w  t h at mi d g ut  d e v el o p m e nt  o c c urs  i n a n  
a nt eri or  t o p ost eri or  m a n n er.  I als o  pr es e nt  pr eli mi n ar y  d at a  t h at d e m o nstr at es  a  r ol e f or 
t h e n u cl e ar  r e c e pt or a n d  n utri e nt  s e ns or,  H N F 4,  i n mi d g ut  d e v el o p m e nt.  T h es e  r es ults 
pr o vi d e  a  f o u n d ati o n f or f ut ur e w or k  a n al y zi n g  t h e r ol e of  ot h er  n utri e nts  i n mi d g ut  
d e v el o p m e nt.   
 iii 
T his  is t h e first st u d y t o i d e ntif y a  s p e cifi c  di et ar y  n utri e nt  t h at c a n  m o dif y  a  k e y  
i nt er c ell ul ar si g n ali n g  p at h w a y  t o s hift st e m c ell  diff er e nti ati o n  a n d  c a us e  l asti n g c h a n g es  
i n tis s u e str u ct ur e  a n d  p h ysi ol o g y.  T his  w or k  f urt h er i d e ntifi es a  d e v el o p m e nt al  wi n d o w  
w h e n  t h e mi d g ut  is es p e ci all y  s us c e pti bl e  t o i nfl u e n c es b y  di et ar y  m et a b olit es,  a n d  
d e m o nstr at es  a  w a y  t o us e  t his d e v el o p m e nt al  wi n d o w  t o st u d y t h e i nfl u e n c e of  
m et a b olit es  o n  c ell  si g n ali n g  p at h w a ys.  A n  u n d erst a n di n g  h o w  di et  aff e cts  t h es e 
p at h w a ys  will  b e  a  criti c al  as s et  i n d e v el o pi n g  dis e as e  tr e at m e nts a n d  u n d erst a n di n g  t h e 
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I w o ul d li k e t o b e gi n wit h si n c er e gr atit u d e t o m y a d vis or, All a n S pr a dli n g, w h o 
h as b e e n a s o ur c e of f at h o ml es s p ati e n c e a n d g ui d a n c e fr o m t h e ti m e I first r ot at e d i n t h e 
l a b. I’ m es p e ci all y gr at ef ul f or t h e e x p eri e n c e of t h e p ast y e ar, writi n g a p a p er t og et h er, 
a n d l e ar ni n g h o w d at a b e c o m es a st or y, a n d fi n all y a p art of c oll e cti v e s ci e ntifi c 
k n o wl e d g e. All a n’s c o nt a gi o us p as si o n f or r es e ar c h is s ur p as s e d p er h a ps o nl y b y his 
p as si o n a n d c o m mit m e nt t o s e ei n g his “ p e o pl e ” (t h e p ost d o cs, st u d e nts, a n d t e c h n i ci a ns 
w h o w or k i n t h e l a b) s u c c e e d, a n d I c o nsi d er m ys elf v er y f ort u n at e t o h a v e w or k e d wit h 
hi m. I w o ul d als o li k e t o t h a n k m y t h esis c o m mitt e e, Xi n C h e n, J o e G all, a n d C h e n -Mi n g 
F a n f or t h eir h el pf ul s u g g esti o ns a n d dis c us si o ns t hr o u g h e v er y st e p of m y gr a d u at e 
c ar e er.  
T his pr oj e ct w o ul d n ot h a v e d e v el o p e d t h e w a y it di d wit h o ut t h e a d vi c e a n d 
s u p p ort of M att Si e b er. Wit h M att, n o d et ail w as t o o s m all, n or q u esti o n t o o br o a d t h at h e 
w o ul d n’t st o p e v er yt hi n g t o h el p y o u fi n d t h e a ns w er. F e w p e o pl e ar e as  g e n er o us wit h 
t h eir ti m e a n d t al e nts, a n d I’ m gr at ef ul f or all I’ v e l e ar n e d fr o m hi m.  
I’ v e b e n efit e d tr e m e n d o usl y fr o m all of m y l a b m at es, b ut i n p arti c ul ar w a nt t o 
t h a n k m y r ot ati o n m e nt or, J J S u n, a n d m y “r o o m m at es ”, Vi c ki L osi c k, Mi n g-C hi a L e e, 
a n d Al e xis M ari a n es. Vi c ki al w a ys c h all e n g e d m e t o t hi n k a b o ut h o w e v er y e x p eri m e nt 
fits i nt o a l ar g er st or y, a n d g a v e m e t h e o p p ort u nit y t o t e a c h a l a b c o urs e wit h h er at t h e 
NI H. Mi n g -C hi a a n d Vi c ki b ot h r e mi n d e d m e, d uri n g t h e u n a v oi d a bl e ti m es of s ci e ntifi c 
 x  
fr ustr ati o n, t h at t h er e w as lif e o utsi d e, a n d aft er, gr a d u at e s c h o ol. Al e xis p erf or m e d t h e 
r es e ar c h t h at is t h e gr o u n d w or k f or t his t h esis, a n d g a v e m e i n v al u a bl e t e c h ni c al tr ai ni n g 
w h e n I first st art e d w or ki n g wit h t h e D r os o p hil a i nt e sti n e. I’ d als o li k e t o t h a n k Et h a n 
Gr e e n bl att f or e nri c hi n g t h e l a b wit h his i nsi g ht s  a n d p ersist e nt  o pti mis m.  
T h e s u p p ort of t h e S pr a dli n g  l a b e xists b e y o n d t h e w alls of C ar n e gi e, as I 
e x p eri e n c e d at e v er y Fl y M e eti n g t h at I att e n d e d, a n d wit h e v er y al u m n us t h at I m et. I a m 
gr at ef ul a g ai n t o All a n f or b uil di n g t his c o m m u nit y, a n d w el c o mi n g m e as a p art of it.  
I r e c ei v e d tr e m e n d o us t e c h ni c al s u p p ort at T h e C ar n e gi e fr o m Allis o n Pi n d er wit h 
R N A s e q u e n ci n g, Mi k e S e p a ns ki f or b e a utif ul el e ctr o n mi cr os c o p y, a n d M a h m u d Si d di qi 
a n d Z e hr a Ni z a mi f or c o nf o c al mi cr os c o p y tr ai ni n g. I als o h a v e t o t h a n k Di a n n e 
Willi a ms, w h o k e e ps t h e l a b, a n d m e, r u n ni n g .  
L astl y, I’ d li k e t o t h a n k t h e fri e n ds a n d f a mil y w h o h a v e gi v e n m e e n dl es s 
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C H A P T E R 1  
 
 
I N T R O D U C T I O N  
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Tiss u e h o m e ost asis r eli es u p o n i nt e gr ati n g e n vir o n m e nt al c u es wit h  a n i ntri nsi c 
g e n eti c pr o gr a m. N o w h er e is t his m or e a p p ar e nt t h a n t h e or g a ns of t h e di g esti v e tr a ct 
w hi c h i nt e gr at e si g n als fr o m t h e di et wit h c o m pl e x st e m c ell r e g ul ati o n. T h e di v er sit y of 
di et ar y n utri e nts a n d t h e v ari e d r e q uir e m e nts f or t h e m d e m a n d t h at t h e di g esti v e tr a ct 
pr o c ess a n arr a y of m ol e c ul es fr o m i n g est e d f o o d i n cl u di n g vit a mi ns, mi n er als, s u g ar s, 
pr ot ei ns, a n d li pi ds. A di et wit h e a c h of t h es e n utri e nts i n b al a n c e wit h t h e ot h er s is 
ess e nti al f or o pti m al or g a nis m al f u n cti o n, b ut i n t h e wil d or g a nis ms r ar el y e x p eri e n c e t h e 
o pti m al n utri e nt e n vir o n m e nt.  
N utri e nt i m b al a n c e, eit h er fr o m i m p os e d e n vir o n m e nt al s c ar cit y, or a 
c o ns e q u e n c e of b e h a vi or, c a n str o n gl y i nfl u e n c e c ell si g n ali n g a n d g e n e e x pr essi o n w hi c h 
n ot o nl y i m p a cts d e v el o p m e nt, b ut als o dis e as e s us c e pti bilit y. E x a m pl es li n ki n g di et a n d 
p at h ol o g y i n cl u d e t h e eff e ct of c al ori c i nt a k e o n l o n g e vit y ( T e m pl e m a n a n d M ur p h y, 
2 0 1 7), i n g esti o n of a hi g h f at di et o n c ol o n c a n c er i n ci d e n c e a n d pr o gr essi o n ( O’ N eill et 
al., 2 0 1 6), a n d t h e a nti c o n v uls a nt pr ot e cti o n pr o vi d e d b y a k et o g e ni c di et i n c hil dr e n wit h 
e pil e ps y ( Milli c h a p et al., 1 9 6 4). D es pit e t h es e m a n y o bs er v ati o ns, t h e m e c h a nis ms b y 
w hi c h di et e x erts u n pr o gr a m m e d eff e cts o n tiss u es h a v e b e e n diffi c ult t o i d e ntif y.  
At t h e c ell ul ar l e v el, h o w e v er, r es e ar c h er s h a v e i d e ntifi e d w a ys i ntr a c ell ul ar a n d 
m e m br a n e li pi ds aff e ct c ell si g n ali n g, i n cl u di n g t h e eff e ct of p h os p h oli pi d m e m br a n e 
c o m p ositi o n o n E G F a n d N ot c h si g n ali n g ( W e b er et al., 2 0 0 3), a n d c h ol est er ol- d e p e n d e nt 
m e m br a n e or g a ni z ati o n b y li pi d r afts ( Li n g w o o d a n d Si m o ns, 2 0 1 0). F urt h er m or e, t h e 
m e c h a nis ms of li pi d m et a b olis m a n d c at a b olis m ar e t h e ms el v es m o d ul at e d b y 
i ntr a c ell ular li pi d l e v els. W hil e li pi ds c o ul d aff e ct d e v el o p m e nt t hr o u g h a pr e vi o usl y 
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C h ol est e r ol M et a b olis m  
C h ol est er ol is ess e nti al f or t h e str u ct ur al a n d p h ysi ol o gi c al i nt e grit y of all 
m et a z o a n tiss u es. C h ol est er ol i n s u b c ell ul ar a n d s urf a c e m e m br a n es c a n m o d ul at e t h e 
f u n cti o n of m e m br a n e pr ot ei ns a n d i m p a ct m e m br a n e tr affi c ki n g a n d tr a ns m e m br a n e 
si g n ali n g ( E g a w a et al., 2 0 1 5). E q u all y i m p ort a nt, fr e e c h ol est er ol c a n b e a d d e d t o 
si g n ali n g m ol e c ul es s u c h as H e d g e h o g ( P ort er et al., 1 9 9 6) or a ct as pr e c ur s or s t o si g n al 
tr a ns d u c er s s u c h as bil e a ci ds a n d st er oi d h or m o n es ( v a n d er W ul p et al., 2 0 1 3).  
M a n y tiss u es, s u c h as t h e m a m m ali a n c e ntr al n er v o us s yst e m, l a c k t h e a bilit y t o 
a bs or b cir c ul ati n g c h ol est er ol fr o m t h e bl o o d str e a m, a n d m ust i nst e a d s y nt h esi z e it d e 
n o v o . C h ol est er ol s y nt h esis o c c ur s i n t h e e n d o pl as mi c r eti c ul u m, a n d is hi g hl y d e p e n d e nt 
o n t h e r at e-li miti n g e n z y m e, 3- h y dr o x y- 3- m et h yl gl ut ar yl ( H M G) C o A r e d u ct as e 
( H M G R; V all ett et al., 1 9 9 6). T h e si g n ali n g a n d str u ct ur al i m pli c ati o ns of c h ol est er ol 
l e v els d e m a n d t h at its pr o d u cti o n b e hi g hl y r e g ul at e d. I nt er esti n gl y, m e m br a n e H M G R is 
a bl e t o s e ns e c h ol est er ol l e v els i n E R m e m br a n es. Hi g h m e m br a n e c h ol est er ol tri g g e r s 
str u ct ur al c h a n g es i n t h e pr ot ei n t h at all o w bi n di n g b y t h e E R m e m br a n e pr ot ei n I nsi g- 1. 
T his c o m pl e x is s u bs e q u e ntl y u bi q uiti n at e d a n d t h e n d e gr e a d e d b y t h e pr ot e as o m e ( Gil et 
al., 1 9 8 5; R a vi d et al., 2 0 0 0). T his u bi q uiti n ati o n is m e di at e d b y t h e E 3 u bi q uiti n li g as e, 
g p 7 8 ( S o n g et al., 2 0 0 5; L e e et al., 2 0 0 6), w hi c h u bi q uiti n at es I nsi g- 1 i nst e a d of H M G R 
w h e n st er ol l e v els ar e l o w ( G o n g et al., 2 0 0 6) t h us pr o vi di n g m ultist e p r e g ul ati o n of 
pr ot ei n st a bilit y b y c h ol est er ol. 
T h e tr a ns cri pti o n of H M G R is als o ti g htl y r e g ul at e d b y c h ol est er ol. T h e 
tr a ns cri pti o n f a ct or st er ol r es p o ns e el e m e nt bi n di n g pr ot ei n ( S R E B P) w as s o n a m e d f or 
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c h ol est er ol s y nt h esis a n d u pt a k e pr ot ei ns s u c h as H M G R a n d c h ol est er ol tr a ns p ort 
pr ot ei ns ( W a n g et al., 1 9 9 4). W h e n c h ol est er ol l e v els ar e hi g h, S R E B P is h el d i n t h e E R 
f oll o wi n g its tr a nsl ati o n i nt o t h e m e m br a n e ( H u a et al., 1 9 9 6). As c h ol est er ol l e v els 
d e cr e as e, pr ot ei ns t h at h ol d S R E B P i n t h e E R diss o ci at e all o wi n g it t o b e tr a ns p ort e d t o 
t h e G ol gi w h er e it is cl e a v e d, r el e asi n g a c yt o pl as mi c D N A bi n di n g d o m ai n ( D e B os e-
B o y d et al., 1 9 9 9).  T his s u b u nit c a n tr a nsl o c at e t o t h e n u cl e us a n d i niti at e c h a n g es i n 
g e n e e x pr essi o n t o i n cr e as e c h ol est er ol l e v els ( W a n g et al., 1 9 9 4). I n m a m m als, S R E B P -
1 c r e g ul at es f att y a ci d a n d tri a c yl gl y c eri d e m et a b olis m ( B e n n ett et al., 1 9 9 5; Bri g gs et 
al., 1 9 9 3), w hil e S R E B P 2 i n d u c es c h ol est er ol s y nt h esis ( V all ett et al., 1 9 9 6). Dr os o p hil a 
h a v e o nl y o n e S R E B P w hi c h is ess e nti al f or f att y a ci d m et a b olis m a n d T A G st or a g e 
( K u nt e et al., 2 0 0 6). T h e r ol e of S R E B P  i n c h ol est er ol m et a b olis m h as b e e n s p e c ul at e d 
( Si e b er a n d T h u m m el, 2 0 1 2) b ut n ot b e e n f ull y st u di e d.  
T h e m e c h a nis ms t h at c o ntr ol c h ol est er ol s y nt h esis ill ustr at e t w o w a ys pr ot ei ns 
wit h st er ol s e nsi n g d o m ai ns m a y b e r e g ul at e d b y m e m br a n e c h ol est er ol. I n b ot h c as es, 
c h ol est er ol s e nsi n g d o m ai ns i niti at e c h a n g es i n pr ot ei n str u ct ur e. I n t h e fir st e x a m pl e wit h 
H M G R, c h ol est er ol e n a bl es t ar g eti n g b y u bi q uiti n li g as es all o wi n g d e gr a d ati o n b y t h e 
pr ot e as o m e. I n c o ntr ast, S R E B P u n d er g o es str u ct ur al c h a n g es t h at e n a bl e it t o u n d er g o 
v esi c ul ar pr ot ei n tr a ns p ort l e a di n g t o m o difi c ati o ns/ cl e a v a g e b y or g a n ell e s p e cifi c 
e n z y m es a n d pr ot e as es.  
 
 
Li pi d M e di at e d E R A D  
 
  T o c o m pl et e H M G R d e gr a d ati o n, c ells utili z e a c o ns er v e d pr ot ei n q u alit y c o ntr ol 
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Fi g u r e 1. M o d eli n g li pi d- m e di at e d E R A D. T his c art o o n s u m m ari z es t h e c o nt e nt of t h e 
s e cti o n “ Li pi d M e di at e d E R A D ”. T h e t o p of t h e i m a g e s h o ws H M G R ( gr e e n) s e p ar at e 
fr o m its bi n di n g p art n er I nsi g- 1 ( bl u e). As m e m br a n e c h ol est er ol i n cr e as es ( arr o w) 
H M G R a n d I nsi g- 1 bi n d. H M G R b e c o m es u bi q uiti n at e d a n d is e xtr a ct e d fr o m t h e 
m e m br a n e b y V C P/ p 9 7. H M G R is t h e n d e gr a d e d b y t h e pr ot e as o m e ( p ur pl e).  
 
E R L U M E N
C Y T O S O L
V C P/
p 9 7
g p 7 8
I n si g
H M G R
I n cr e a s e d m e m br a n e c h ol e st er ol
u bi q uiti n
V C P/
p 9 7
g p 7 8
I n si g
H M G R
E R L U M E N
C Y T O S O L
V C P/
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( m o d el e d i n Fi g ur e 1). Misf ol d e d pr ot ei ns pr e vi o usl y l a b el e d b y c yt o pl as mi c u bi q uiti n 
li g as es ar e i d e ntifi e d b y u bi q uiti n- bi n di n g-f a ct or s t h at e xtr a ct l a b el e d pr ot ei ns fr o m t h e 
m e m br a n e t o t h e c yt o pl as m b y c o u pli n g tr a nsl o c ati o n wit h A T P as e a cti vit y ( Y e et al., 
2 0 0 3; Li ps o n et al., 2 0 0 8). E xtr a ct e d pr ot ei ns ar e t h e n es c ort e d b y A T P as e ass o ci at e d 
c h a p er o n es t o t h e pr ot e as o m e ( B art h el m e a n d S a u er, 2 0 1 2; R a m a n et al., 2 0 1 5). I n 
h u m a ns, t h e v al osi n- c o nt ai ni n g A T P as e ( V C P/ p 9 7) ass o ci at es wit h g p 7 8 u ntil it i d e ntifi es 
l a b el e d pr ot ei ns t o e xtr a ct i nt o t h e c yt o pl as m ( F a n g et al., 2 0 0 1). V C P/ p 9 7 h as b e e n m ost 
w ell c h ar a ct eri z e d f or its r ol e i n pr ot ei n q u alit y c o ntr ol, b ut t his s a m e m e c h a nis m is 
r e c y cl e d f or c h ol est er ol m e di at e d d e gr a d ati o n of H M G R ( S o n g et al., 2 0 0 5; G ol dst ei n et 
al., 2 0 0 6). It is u n k n o w n w h et h er t h es e m e c h a nis ms m a y als o r e g ul at e t h e l e v els of 
si g n ali n g pr ot ei ns, or i n d e e d w hi c h si g n ali n g pr ot ei ns h a v e c h ol est er ol r es p o ns e 
el e m e nts.  
 
 
R e g ul ati o n of C h ol est e r ol H o m e ost asis b y L X R R el at e d N u cl e a r R e c e pt o rs 
 
N u cl e ar r e c e pt or s ( N Rs) ar e o n e m aj or m e c h a nis m c ells us e t o r es p o n d t o 
c h a n gi n g di ets a n d s u bs e q u e nt c h a n g es i n n utri e nt a v ail a bilit y. N Rs ar e li g a n d r e g ul at e d 
tr a ns cri pti o n f a ct or s t h at r e c o g ni z e s m all li p o p hili c m ol e c ul es, s u c h as bil e a ci ds, f att y 
a ci ds, a n d st er ols, a n d m e di at e br o a d c h a n g es i n g e n e e x pr essi o n t o r e g ul at e 
d e v el o p m e nt, h o m e ost asis, a n d m et a b olis m. T h e r e g ul ati o n of c h ol est er ol m et a b olis m , 
s p e cifi c all y, is a c o m m o n t ar g et f or N R r e g ul ati o n. M a n y N Rs i n cl u di n g C A R, P X R, 
F X R, a n d L X R h a v e k n o w n r ol es i n t h e r e g ul ati o n of s p e cifi c as p e cts of c h ol est er ol 
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L X R α i n p arti c ul ar is e x pr ess e d s p e cifi c all y i n t h e li v er, i nt esti n e, a n d ot h er 
di g esti v e tiss u es. I n r es p o ns e t o hi g h i ntr a c ell ul ar c h ol est er ol, L X R i n d u c es t h e 
e x pr essi o n of c h ol est er ol tr a ns p ort pr ot ei ns s u c h as A T P - bi n di n g c ass ett e tr a ns p ort er A 1 
( A B C A 1) a n d Ni e m a n- Pi c k dis e as e, t y p e C 1 a n d 2 ( N P C 1/ 2), sti m ul ati n g c h ol est er ol 
tr affi c ki n g t o t h e pl as m a m e m br a n e a n d d e cr e asi n g t h e pr o d u cti o n of st or e d c h ol est er ol 
est er s ( J a n o ws ki et al., 1 9 9 6; R e p a et al., 2 0 0 2 ).  L X R al p h a m ut a nts h a v e hi g h l e v els of 
cir c ul ati n g a n d st or e d c h ol est er ol, i n di c ati n g a n i m p air e d a bilit y t o s e ns e c h ol est er ol 
l e v els. I n m a m m als, L X R e x pr essi o n als o pr o m ot es r e v er s e c h ol est er ol tr a ns p ort, w h er e 
st or e d c h ol est er ol i n n o n- h e p ati c tiss u es is tr a ns p ort e d b a c k t o t h e li v er, a n d t h e n e x cr et e d 
fr o m t h e b o d y ( L o S ass o et al., 2 0 1 0; v a n d er V e e n et al., 2 0 0 9). I nt er esti n gl y, t h e li v er 
m a y n ot b e r e q uir e d f or c h ol est er ol e x cr eti o n si n c e 6 0 % of e x cr et e d f e c al st er ols c a n 
c o m e dir e ctl y fr o m t h e pr o xi m al i nt esti n e ( v a n d er V el d e et al., 2 0 0 7).  
I n Dr os o p hil a, a si n gl e L X R s u bf a mil y 1 ort h ol o g, Hr 9 6, is e x pr ess e d i n t h e 
i nt esti n e a n d f at b o d y, a n d r e g ul at es x e n o bi oti c d et o xifi c ati o n, tri gl y c eri d e m et a b olis m 
a n d st er ol m et a b olis m ( B uj ol d et al., 2 0 1 0; H or n er et al., 2 0 0 9; Si e b er a n d T h u m m el 
2 0 0 9) . Stri ki n gl y, Hr 9 6 m ut a nts a c c u m ul at e e x c es s c h ol est er ol w h e n c ult ur e d o n wil d 
t y p e f o o d, a n d di e w h e n gi v e n a l o w- c h ol est er ol di et ( B uj ol d, M., 2 0 1 0), s u p p orti n g a 
m o d el t h at Hr 9 6 s er v es t o m e as ur e t h e a m o u nt of i ntr a c ell ul ar c h ol est er ol, a n d i niti at e 
gl o b al c h a n g es i n g e n e e x pr essi o n t o pr o m ot e c h ol est er ol i m p ort a n d tr affi c ki n g w h e n 
c h ol est er ol l e v els dr o p b el o w a t hr es h ol d l e v el. T h es e g e n es i n cl u d e a pr e di ct e d 
c h ol est er ol a c et yltr a nsf er as e ( A C A T, C G 8 1 1 2 ), t h e N P C 2 f a mil y g e n es, a n d li p as es 
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C h ol est e r ol M et a b olis m i n Dr os o p hil a  
 
Dr os o p hil a  l a c k s e v er al e n z y m es r e q uir e d t o s y nt h esi z e t h eir o w n c h ol est er ol, a n d 
t h us r el y o n t h e a bs or pti o n a n d c o n v er si o n of di et ar y st er ols f or t h eir s ur vi v al ( S a n g, 
1 9 5 6). I nt e gr al t o t his pr o c ess is t h e a bilit y of c ells t o i m p ort st er ols a n d tr a ns p ort 
i nt er m e di at es b et w e e n v ari o us c ell ul ar c o m p art m e nts. B ul k st er ols ar e fir st i m p ort e d i nt o 
c ells w h er e t h e y ar e tr affi c k e d t hr o u g h t h e E R a n d G ol gi a n d t h e n pr o c ess e d i nt o li pi d 
dr o pl ets b ef or e t h e y ar e tr affi c k e d t o t h e pl as m a m e m br a n e or r el e as e d i nt o t h e 
cir c ul at or y s yst e m f or tr a ns p ort t o ot h er tiss u es. St er oi ds d eri v e d fr o m c h ol est er ol, m ai nl y 
e c d ys o n e a n d its d eri v ati v e, 2 0- h y dr o x y e c d ys o n e ( 2 0 E) ar e i n dis p e ns a bl e f or Dr os o p hil a 
d e v el o p m e nt a n d o o g e n esis. T his h or m o n e is pr o d u c e d m ai nl y i n t h e pr ot h or a ci c gl a n d of 
l ar v a, a n d t h e o v ar y of a d ult f e m al es ( Gil b ert et al., 2 0 0 2).   
T h e i m p ort of st er ol i nt o c ells is m e di at e d b y t h e Ni e m a n n- Pi c k t y p e C 1-li k e 
pr ot ei n ( N P C 1 L 1) i n m a m m als, a n d r el at e d N P C 1 b  i n Dr os o p hil a ( V o g ht et al., 2 0 0 7). 
H o w e v er, w hil e N P C 1 b is a bl e t o i m p ort c h ol est er ol, N P C 1 b m ut a nts h a v e f u n cti o n all y 
si mil ar c h ol est er ol l e v els as t h eir wil dt y p e c o u nt er p arts, i n di c ati n g t h e e xist e n c e of at 
l e ast o n e ot h er r e d u n d a nt, a n d c urr e ntl y u ni d e ntifi e d, m e c h a nis m f or c h ol est er ol i m p ort. 
I nt er esti n gl y, w hil e N P C 1 b f a cilit at es c h ol est er ol a bs or pti o n, t h e r el at e d N P C 1 a  
a nt a g o ni z es t his pr o c ess, as N P C 1 a m ut a nts h a v e hi g h er t h a n n or m al r at es of c h ol est er ol 
a bs or pti o n ( W a n g et al., 2 0 1 0; Xi e et al., 1 9 9 9). F urt h er m or e, N P C 1 a  is criti c al f or t h e 
u pt a k e of c h ol est er ol i nt o t h e pr ot h or a ci c gl a n d, as l ar v al N P C 1 a  d e v el o p m e nt al d ef e cts 
c a n b e r es c u e d b y f e e di n g 2 0 E, or tiss u e s p e cifi c r es c u e of N P C 1 a ( Fl u e g el et al., 2 0 0 6).    
T h e r el at e d Dr os o p hil a pr ot ei ns, N P C 2 a- h, ar e pr e di ct e d t o assist i n s u b c ell ul ar 
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a n d N P C 2 b  e x hi bit gr oss d ef e cts i n n e ur o n al str u ct ur e, a n d di e d uri n g l ar v al d e v el o p m e nt 
( H u a n g et al., 2 0 0 7). Fili pi n st ai ni n g f or st er ol-s p e cifi c c o m p o u n ds i n N P C 2 a/ b m ut a nt 
c ells s h o ws a c c u m ul ati n g p u n ct at e s u b c ell ul ar st er ol d e p osits s u g g esti v e of a bl o c k i n 
c h ol est er ol tr affi c ki n g fr o m t h e E R t o t h e g ol gi ( H u a n g et al., 2 0 0 7). W hil e t h e r ol es of 
N P C 2 c- h  h a v e n ot b e e n i d e ntifi e d, t h eir c o ns er v e d s e q u e n c e a n d pr e di ct e d str u ct ur e wit h 
N P C 2 a/ b  s u g g est t h at t h e y s er v e si mil ar r ol es, p er h a ps i n v ari e d c ell t y p es, or s u b c ell ul ar 
c o m p art m e nts. 
 
C h ol est e r ol r e g ul ati o n of t h e N ot c h si g n ali n g p at h w a y 
Tiss u es t hr o u g h o ut t h e a ni m al ki n g d o m r e c y cl e N ot c h si g n ali n g f or v ari o us st a g es 
of d e v el o p m e nt a n d t h e diff er e nti ati o n of m ulti pl e tiss u es. W hil e t h e c a n o ni c al N ot c h 
p at h w a y is o n e of t h e m ost si m plisti c si g n ali n g p at h w a ys i n d esi g n, its a cti v ati o n l e v el 
c a n b e ti g htl y m o d ul at e d, a n d its m et h o d of si g n ali n g pr o vi d es a f ast s o ur c e of l at er al 
i n hi biti o n m a ki n g it a p o w erf ul pl a y er i n c ell diff er e nti ati o n. T h e c or e p at h w a y c o nsists 
of a tr a ns m e m br a n e r e c e pt or a bl e t o i nt er a ct wit h a n ot h er tr a ns m e m br a n e li g a n d o n a 
c o nt a cti n g c ell. R e c o g niti o n of t h e li g a n d b y t h e r e c e pt or i niti at es cl e a v a g e a n d r el e as e of 
t h e i ntr a c ell ul ar d o m ai n of t h e N ot c h r e c e pt or ( NI C D). T his c o m p o n e nt c a n t h e n 
tr a nsl o c at e t o t h e n u cl e us t o i niti at e t h e tr a ns cri pti o n of a l ar g e c o h ort of N ot c h t ar g et 
g e n es. T h es e g e n es v ar y wi d el y fr o m c ell t o c ell a n d ar e d e p e n d e nt o n t h e NI C D p art n er s 
a v ail a bl e f or bi n di n g as w ell as t h e e pi g e n eti c st at e of t h e N ot c h si g n al r e c ei vi n g c ell. 
N ot c h p at h w a y a cti v ati o n h as n o a m plifi c ati o n st e p, a n d as s u c h, t h e tr a ns cri pti o n al 
r es p o ns e i niti at e d b y N ot c h si g n ali n g is d e p e n d e nt o n t h e a m o u nt of NI C D cl e a v a g e. T his 
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wi d e v ari et y of p h e n ot y p es w h e n t h e p at h w a y is g e n eti c all y m a ni p ul at e d ( M o hr, 1 9 1 9; 
L y m a n a n d Y e d v o b ni c k, 1 9 9 5). W hil e t h er e ar e m a n y N ot c h r e c e pt or-li g a n d 
c o m bi n ati o ns i n m a m m als, Dr os o p hil a h a v e o nl y o n e r e c e pt or, a n d t hr e e li g a n ds- D elt a, 
S err at e, a n d J a g g e d ( D’ S o u z a et al., 2 0 1 0), O nl y D elt a is si g nifi c a ntl y e x pr ess e d i n t h e 
i nt esti n e.  
Aft er N ot c h cl e a v a g e, t h e e xtr a c ell ul ar d o m ai n ( N E C D) is tr a ns- e n d o c yt os e d i nt o 
t h e li g a n d- e x pr essi n g c ell ( P ar ks et al., 2 0 1 0). St u di es i n s e ns or y or g a n pr e c ur s or c ells 
( S O P) s h o w t h at N ot c h li g a n ds c a n b e r e c y cl e d t o t h e pl as m a m e m br a n e or d e gr a d e d, 
w hil e t h e r e c e pt or is pr ot e ol yti c all y cl e a v e d, tr a ns p ort e d i n e n d os o m es, a n d d e gr a d e d i n a 
l ys os o m e d e p e n d e nt m a n n er ( C o u m aill e a u et al., 2 0 0 9). N E C D p ositi v e e n d os o m es ar e 
as y m m etri c all y s e gr e g at e d d uri n g c ell di visi o n i n S O P c ells, w hi c h h as g e n er at e d 
h y p ot h es es t h at t h e r at e of N ot c h t ur n o v er c a n i nfl u e n c e d o w nstr e a m r es p o ns e t o t h e 
p at h w a y.  
It h as b e e n s p e c ul at e d t h at li pi d r afts, m a y i nfl u e n c e t h e s p e e d a n d m a g nit u d e of 
N ot c h si g n al tr a ns d u cti o n ( Si m o ns a n d T o o mr e, 2 0 0 0). T h e i n cr e as e d m e m br a n e fl ui dit y 
c a us e d b y hi g h c o n c e ntr ati o ns of c h ol est er ol m a y e n a bl e l o w c o n c e ntr ati o ns of N ot c h 
r e c e pt or a n d li g a n d t o r e a c h e a c h ot h er m or e e asil y t h a n i n c h ol est er ol d e pl et e d 
m e m br a n es. A d diti o n all y t h e a cti vit y of t h e N ot c h cl e a v a g e pr ot ei n c o m pl e x, g a m m a 
s e cr et as e, c a n b e r e g ul at e d b y its li pi d mi cr o e n vir o n m e nt i n n e ur o ns, as t h e a d diti o n of 
s ol u bl e c h ol est er ol, i n c ult ur e, i n cr e as e d t h e cl e a v a g e of A P P a n d N ot c h s u bstr at es 
( Os e n k o ws ki et al., 2 0 0 8). C h ol est er ol m a y als o i nfl u e n c e t h e t ur n o v er of pr ot ei ns b y 
titr ati n g t h e n u m b er of l ys os o m es si n c e c ells d e pl et e d of c h ol est er ol h a d f e w er l ys os o m es 
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c ell c ult ur e, w h er e c h ol est er ol is m a ni p ul at e d b y dr u g tr e at m e nt, it is u n k n o w n w h et h er 
di et ar y c h a n g es m a y b e a bl e t o c a us e c ell ul ar c h ol est er ol c h a n g es t h at i nfl u e n c e t h e 
N ot c h si g n ali n g, or ot h er si g n ali n g, p at h w a ys. 
 
G ut R e gi o n ali z ati o n  
  F o o d di g est e d b y t h e i nt esti n e p ass es t hr o u g h s u c c essi v e r e gi o ns t h at ar e si mil arl y 
str u ct ur e d, b ut e a c h u ni q u el y c a p a bl e of di g esti n g a n d e x p orti n g p arti c ul ar n utri e nts. 
S p e ci ali z ati o n c a n b e s e e n at t h e l e v el of R N A e x pr essi o n ( B u c h o n et al., 2 0 1 3; M ari a n es 
a n d S pr a dli n g, 2 0 1 3), diff er e nti all y s e cr et e d p e pti d es ( L e e a n d K a est n er, 2 0 0 4; V e e nstr a 
et al., 2 0 0 8), c ell ul ar m a k e u p ( S c h o n h off et al., 2 0 0 4), a n d st or e d n utri e nts ( S h a n b h a g 
a n d Tri p at hi, 2 0 0 9; M e ht a et al., 2 0 0 9; Si e b er a n d T h u m m el, 2 0 0 9). I n 2 0 1 3, M ari a n es 
a n d S pr a dli n g pr o vi d e d a m e c h a nis m f or t h es e o bs er v ati o ns b y s h o wi n g t h at t h e r e gi o ns 
of t h e Dr os o p hil a i nt esti n e ar e disti n ct i n p art b e c a us e t h e y ar e m ai nt ai n e d b y u ni q u e 
p o ols of s elf-r e n e wi n g st e m c ells. St e m c ell pr o g e n y c a n b e m a p p e d b y i niti ati n g a 
p er m a n e nt g e n eti c m ar k d uri n g c ell di visi o n. B y c ar ef ull y ti mi n g t h e i n d u cti o n of t h es e 
m ar ks, t h e y s h o w e d t h at st e m c ells al o n g fi v e o ut of si x b or d er s t est e d di d n ot g e n er at e 
pr o g e n y f or t h eir n ei g h b ori n g r e gi o n, b ut o nl y diff er e nti at e d c ells f or t h e st e m c ell’ s 
r e gi o n of ori gi n.  
  T his d at a s u g g ests t h at i nt esti n al st e m c ells of m a n y r e gi o ns ar e i ntri nsi c all y 
diff er e nt fr o m e a c h ot h er, a n d m a y als o r es p o n d u ni q u el y t o c h a n g es i n c ell si g n ali n g a n d 
st e m c ell r e g ul ati o n.  A l at er st u d y s e q u e n c e d p o ols of s ort e d st e m c ells fr o m 5 u ni q u e 
r e gi o ns a n d c o nfir m e d t h at e a c h p o ol e x pr ess e d a u ni q u e tr a ns cri pti o n al pr ofil e ( D utt a et 
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als o s h ar e d m or e si mil ariti es i n t h eir tr a ns cri pti o n al si g n at ur e t h a n t h e pr e di ct e d c ell c y cl e 
g e n es a n d r e g ul at or s. T h es e r es ults ar e c o nsist e nt wit h e a c h r e gi o n h o usi n g st e m c ells t h at 
e a c h r es p o n d diff er e ntl y t o l o c al r e g ul at or y si g n als.  
 
T h e I nt esti n e is  M ai nt ai n e d b y M ulti p ot e nt St e m Cells  
  I nt esti n al st e m c ells (I S Cs) ar e f o u n d i n e v er y r e gi o n of t h e mi d g ut a n d c a n 
pr o d u c e e v er y e pit h eli al c ell of t h e mi d g ut – st e m c ells, e nt er o bl asts ( E B)/tr a nsit 
a m plif yi n g c ells, e nt er o e n d o cri n e c ells ( e e), a n d e nt er o c yt es ( E C), i n e a c h r e gi o n 
( B u c h o n a n d Os m a n, 2 0 1 5). T h e I S C li n e a g e w as c h ar a ct eri z e d b y t w o gr o u ps ( O hlst ei n 
a n d S pr a dli n g, 2 0 0 6; Mi c h elli a n d P erri m o n, 2 0 0 6) w h o i niti all y s h o w e d t h at a c o m m o n 
pr o g e nit or ( E B) c a n diff er e nti at e i nt o eit h er a n e e or E C. F urt h er c h ar a ct eri z ati o n f o u n d 
t h at I S Cs v ar y i n t h e a m o u nt of i ntr a c ell ul ar D elt a t h e y c o nt ai n, a n d t h at I S C d a u g ht er s 
wit h hi g h D elt a c o n c e ntr ati o ns pr o d u c e E Cs w hil e t h os e wit h l o w er c o n c e ntr ati o ns 
pr o d u c e e es ( O hlst ei n a n d S pr a dli n g, 2 0 0 6; O hlst ei n a n d S pr a dli n g, 2 0 0 7). A d diti o n al 
st u di es h a v e i d e ntifi e d f a ct or s t h at pr o m ot e e e or E C f at e i n i niti al pr o g e nit or s, e v e n 
b ef or e st e m c ell di visi o n. I n p arti c ul ar, t h e N ot c h i n hi bit or, N u m b, a cts t o pr o m ot e e e f at e 
wit hi n e e pr o g e nit or c ells ( S all e et al., 2 0 1 7). 
R e c e nt w or k h as s u g g est e d t his diff er e nti ati o n p ar a di g m is m or e c o m pli c at e d, a n d 
m ust a c c o u nt f or cr e ati n g m ulti pl e cl ass es of e es ( B e e hl er- E v a ns a n d Mi c c h elli, 2 0 1 5). 
E a c h cl ass c a n b e d es cri b e d b y t h e r e gi o n w h er e t h e e es ar e f o u n d, as w ell as t h e 
h or m o n es t h at t h e y s e cr et e. T his v ari ati o n m a y b e a c c o u nt e d f or i n p art b y t h e m a n y w a ys 
of g e n er ati n g e es t h at h a v e b e e n o bs er v e d b y li n e a g e tr a ci n g ( m o d el e d i n Fi g ur e 2): 1) 
I S Cs m a y dir e ctl y diff er e nti at e i nt o e es wit h o ut u n d er g oi n g di visi o n ( Z e n g a n d H o u,  
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Fi g u r e 2. I nt esti n al c ell diff e r e nti ati o n is d et e r mi n e d b y N ot c h si g n ali n g.  
M o d el e d aft er Fi g ur e 1 i n G er v ais a n d B ar di n ( 2 0 1 7) .   
T his m o d el s u m m ari z es t h e p ossi bl e f at es f or i nt esti n al d a u g ht er c ells f oll o wi n g st e m c ell 
di visi o n. W h e n N ot c h is hi g h, a n e nt er o bl ast diff er e nti at es i nt o a n e nt er o c yt e. W h e n 
N ot c h is l o w, d a u g ht er c ells b e c o m e e es t hr o u g h a v ari et y of m e c h a nis ms.  
I nt e sti n al St e m C ell (I S C)
E nt er o bl a st ( E B) /
E nt er o c yt e ( E C) pr e c ur s or
E nt er o c yt e ( E C)
HI G H N O T C H
L O W / N O
N O T C H
SI G N A LI N G
HI G H
N O T C H
SI G N A LI N G




s y m m etri c di vi si o n
a s y m m etri c di vi si o n
dir e ct di ff er e nti ati o n
E B / E E pr e c ur s or
I S C
E B / E E pr e c ur s or
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2 0 1 5), 2) T h e tr a diti o n al st e m c ell p ar a di g m c h ar a ct eri z e d b y O hlst ei n a n d S pr a dli n g 
w h er e u p o n I S C di visi o n o n e d a u g ht er c ell diff er e nti at es al o n g a n e e f at e, a n d t h e ot h er 
r e m ai ns a n I S C wit h t h e m ar ks of a st e m c ell, a n d c a n pr o d u c e b ot h E Cs a n d ot h er e es i n 
t h e f ut ur e, 3) U p o n I S C di visi o n, b ot h d a u g ht er s g e n er at e e e c ells ( d e N a v as c u es et al., 
2 0 1 2). All of t h es e m et h o ds, b ut p arti c ul arl y t h e t hir d, m a y b e c orr u pt e d b y m ut ati o n t o 
pr o d u c e e nt er o e n d o cri n e t u m or s w hi c h will b e dis c uss e d i n a l at er s e cti o n. 
 
Diff e r e nti ati o n of t h e a d ult Dr os o p hil a mi d g ut 
 I m m e di at el y aft er p u p al f or m ati o n, l ar v al e nt er o c yt es ar e hist ol y z e d, a n d d et a c h 
fr o m t h e l ar v al e pit h eli al l a y er, m o vi n g i nt o t h e l u m e n ( Ji a n g a n d E d g ar, 2 0 0 9). Fr o m 
t h er e t h e y ar e s urr o u n d e d b y a l a y er of d yi n g p eri p h er al c ells a n d a s e c o n d l a y er of 
a cti v ati n g a d ult mi d g ut pr e c ur s or c ells ( A M P s), w hi c h mi gr at e t o f or m a n e w e pit h eli al 
s h e et ( T a k as hi m a et al., 2 0 1 1, Mi c c h elli et al., 2 0 1 1). E v e n b ef or e p u p ati o n, i niti a l 
si g n ali n g h as o c c urr e d t o est a blis h w hi c h of t h e A M P s will diff er e nti at e i nt o st e m c ells 
( M at h ur et al., 2 0 1 0). B y t w el v e h o ur s aft er p u p ati o n, s o m e of t h es e st e m c ells b e gi n a 
pr o c ess of tr a nsi e nt a m plifi c ati o n t o i n cr e as e i n n u m b er, a n d b y t w e nt y f o ur h o ur s i nt o 
p u p ati o n ( a b o ut 1/ 5 t hr o u g h m et a m or p h o nsis) B M P li g a n ds fr o m t h e m us cl e h a v e 
est a blis h e d a p o ol of st e m c ells i n t h e mi d dl e mi d g ut w hi c h will di vi d e t o pr o d u c e t h e 
c ells of t h e c o p p er r e gi o n ( Dri v e a n d O hlst ei n, 2 0 1 4).  
  T h er e ar e n o e nt er o e n d o cri n e c ells i n t his e arl y a d ult mi d g ut u ntil 4 8- 5 4 h o ur s 
aft er p u p ati o n, a n d aris e fr o m a w a v e of as y m m etri c di visi o ns of t h e fir st I S Cs 
( T a k as hi m a et al., 2 0 1 1). D uri n g t his fir st di visi o n, n o e nt er o c yt es ar e pr o d u c e d, b ut 
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i n N ot c h si g n ali n g, a n d v er y f e w e es ar e pr o d u c e d u ntil aft er e cl osi o n ( T a k as hi m a et al., 
2 0 1 1).  
  T h e a d ult mi d g ut d e v el o ps r a pi dl y d uri n g p u p ati o n, b ut still b e gi ns a d ult h o o d 
a b o ut h alf of its fi n al si z e.  O n e e x pl a n ati o n f or t his m a y b e t h at b e c a us e t h e p u p al fl y is 
pr ot e ct e d fr o m e n vir o n m e nt al i nfl u e n c es u ntil e cl osi o n, it d el a ys t h e fi n al st a g es of 
d e v el o p m e nt, u ntil it c a n pr o p erl y ass es s its n e w e n vir o n m e nt. T his all o ws t h e mi d g ut t o 
b e c o m e est a blis h e d as it b e gi ns di g esti n g f o o d a n d is n e wl y p o p ul at e d b y b a ct eri a.  
 
R e g ul ati o n of M et a b olis m b y E nt e r o e n d o c ri n e ( e e) C ells  
  
T h e di g esti v e tr a ct h as e v ol v e d t o q ui c kl y r es p o n d t o di et ar y c h a n g es, a n d i n s o m e 
c as es is r e q uir e d t o pr o d u c e a n a p pr o pri at el y s c al e d p h ysi ol o gi c al r es p o ns e t o di et. F or 
e x a m pl e, i n g esti o n of di et ar y gl u c os e pr o d u c es a l ar g er i ns uli n r es p o ns e, a n d t h us a 
s m all er c h a n g e i n bl o o d gl u c os e t h a n t h e i ns uli n r es p o ns e t h at pr o c e e ds i nj e cti n g t h e 
s a m e q u a ntit y of gl u c os e dir e ctl y i nt o t h e bl o o d str e a m ( Elri c k a n d Sti m ml er, 1 9 6 4). T his 
ill ustr at es t h e ess e nti al r ol e of t h e i nt esti n e i n tr a ns mitti n g i nf or m ati o n fr o m t h e di et t o 
ot h er or g a ns, i n t his c as e t h e p a n cr e as.   
T his t y p e of i nt er- or g a n c o m m u ni c ati o n is f a cilit at e d b y t h e e n d o cri n e s yst e m 
w hi c h tr a ns mits si g n als b et w e e n diff er e nt tiss u es i n t h e b o d y t o a c c o m plis h h o m e ost asis 
a n d r e g ul at e b e h a vi or . Wit hi n t h e di g esti v e tr a ct, c o m m u ni c ati o n o c c ur s fr o m a s u bs et of 
t his s yst e m, t h e e nt er o e n d o cri n e c ells, w hi c h ar e l o c at e d i n t h e st o m a c h, i nt esti n e, a n d 
p a n cr e as, a n d s e cr et e h or m o n es t h at r e g ul at e di g esti o n, t h e i m m u n e r es p o ns e a n d 
m et a b olis m. I n m a m m als, t h er e ar e 1 0 t y p es of i nt esti n al e es, e a c h r estri ct e d t o a c ert ai n 




 1 6  
2 0 0 8). K c ells, f or e x a m pl e, ar e i nt er s p er s e d wit hi n t h e e pit h eli u m of t h e d u o d e n u m a n d 
j ej u n u m, w h er e t h e y s e cr et e g astri c i n hi bit or y p e pti d e, t o r e g ul at e tri gl y c eri d e st or a g e 
( P ar k er et al., 2 0 0 9). 
  E es h a v e c h e m or e c e pt or s t h at s e ns e v ari o us cl ass e s of n utri e nts o n t h eir a pi c al, 
l u m e n-f a ci n g si d e, alt h o u g h it is n ot w ell u n d er st o o d w hi c h n utri e nts ar e s e ns e d b y w hi c h 
e e cl ass e s ( G uti err e z- A g uil ar a n d W o o ds, 2 0 1 1) . O n t h e b as al si d e, a l ar g e n u m b er of 
v esi cl es ar e p ol ari z e d w h er e t h e y f a cilit at e t h e e x cr eti o n of h or m o n es t o e nt eri c n e ur o ns 
a n d c a pill ari es.  
I n Dr os o p hil a t h er e ar e t h e ni n e pr o h or m o n es: Ast A, Ast B, Ast C, N P F, s N P F, 
T K, D H 3 1, C C H a mi d es 1 a n d 2, w hi c h c a n b e pr o c ess e d i nt o 2 4 m at ur e p e pti d es t h at ar e 
s e cr et e d b y e es ( So n g et al., 2 0 1 4). W hil e all e es e x pr ess t h e m ar k er Pr os p er o, t h e 
e x pr essi o n of t h e ot h er p e pti d es is r e gi o n al, a n d o nl y o c c ur i n c ert ai n c o m bi n ati o ns. F or 
e x a m pl e, Ast A e x pr essi o n is l ar g el y li mit e d t o t h e p ost eri or mi d g ut ( V e e nstr a et al., 
2 0 0 8) .  
 M a m m a li a n e es ar e r ar e, c o m prisi n g < 1 % of t h e i nt esti n al e pit h eli al c ell 
p o p ul ati o n ( B uff a et al., 1 9 7 8), w hil e a b o ut 1 0 % of e pit h eli al c ells i n t h e Dr os o p hil a 
mi d g ut ar e e e c ells. I nt er esti n gl y, i n Dr os o p hil a , S c ut e l oss- of-f u n cti o n m ut a nts w hi c h 
pr e v e nt e nt er o e n d o cri n e c ell diff er e nti ati o n still e x hi bit n or m al f e e di n g a n d e g g l a yi n g 
b e h a vi or s w h e n k e pt o n hi g h n utri e nt f o o d ( A m c h esl a vs k y, A., et al. 2 0 1 4 ). H o w e v er, 
w hil e e e-l es s fli es c a n s ur vi v e u n d er st ati c c o n diti o ns, t h e mi d g uts of t h es e a ni m als ar e 
u n a bl e t o m o d ul at e t h eir si z e i n r es p o ns e t o di et, b e c a us e t h e s urr o u n di n g m us cl e f ails t o 
e x pr ess i ns uli n-li k e p e pti d e 3, a n d t h e y li v e a p pr o xi m at el y h alf as l o n g as c o ntr ol a ni m als 
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e nt er o e n d o cri n e c ells i n n utri e nt s e nsi n g. F urt h er m or e, t h e i n a bilit y t o s e ns e n utri e nt 
a v ail a bilit y m a y aff e ct  lif es p a n.  
T h e d e cr e as e i n lif es p a n o bs er v e d i n e e -l ess m ut a nts m a y b e c a us e d i n p art b y a n 
i n a bilit y t o r e g ul at e li pi d h o m e ost asis. W h e n fli es ar e st ar v e d a n d n utri e nts ar e s c ar c e, e es 
e x pr ess si g nifi c a ntl y m or e T K w hi c h r e pr ess es li p o g e n esis ( S o n g et al., 2 0 1 4), all o wi n g 
st or e d li pi ds t o b e m o bili z e d f or f u el. C o n v er s el y, m ut a nts u n a bl e t o s e cr et e T K h a v e 
si g nifi c a ntl y m or e st or e d a n d cir c ul ati n g li pi ds t h a n wil dt y p e a ni m als, i n di c ati n g a 
misr e g ul ati o n i n li pi d m et a b olis m ( S o n g et al., 2 0 1 4). M or e r e c e nt st u di es h a v e g o n e o n 
t o s h o w t h at a mi n o a ci ds, a n d n ot s u cr os e or tri gl y c eri d es, pr o m ot e p ol ari z ati o n, a n d 
p ot e nti all y a cti v ati o n i n T K + e es, w hil e a n u n c h ar a ct eri z e d p o p ul ati o n of e es w as 
i n d u c e d wit h hi g h s u cr os e ( P ar k et al., 2 0 1 6).  
 
Li pi d m et a b olis m i n h e alt h a n d h u m a n dis e as e  
  Si n c e c ell pr olif er ati o n r e q uir es a s u p pl y of n e w p h os p h oli pi ds a n d c h ol est er ol f or 
t h e pr o d u cti o n of n e w m e m br a n es, it is n ot s ur prisi n g t h at c a n c er c ells t hri v e w h e n li pi ds 
ar e r e a dil y a v ail a bl e. A d diti o n all y, a hi g h f at di et i n g e n er al, a n d hi g h c h ol est er ol 
c o ns u m pti o n i n p arti c ul ar h as b e e n li n k e d wit h a n i n cr e as e d ris k of g astr oi nt esti n al 
c a n c er s i n e pi d e mi ol o gi c al st u di es ( J ar vi n e n et al., 2 0 0 1). St u di es h a v e als o i d e ntifi e d 
i nt esti n al a n d c ol o ni c st e m c ells as t h e f o u n di n g c ells i n c a n c er i niti ati o n, a n d t h at t h e y 
ar e a bl e t o c o ntri b ut e t o c a n c er pr o gr essi o n ( B ar k er et al., 2 0 0 9). F urt h er m or e, b y 
m a ni p ul ati n g t h e p h os p h oli pi d-r e m o d eli n g e n z y m e L p c at 3, r es e ar c h er s f o u n d t h at t h e y 
c o ul d artifi ci all y i n d u c e hi g h l e v els of c h ol est er ol bi os y nt h esis, pr o d u ci n g hi g h 
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e x hi bit e d i n cr e as e d st e m c ell pr olif er ati o n, a n d e n h a n c e d t u m ori g e n esis w h e n c o m bi n e d 
wit h m ut ati o ns f or t h e t u m or s u p pr ess or g e n e a d e n o m at o us p ol y p osis c oli ( A p c ) ( W a n g et 
al., 2 0 1 8). I n t h e f ut ur e it will b e i nt er esti n g t o s e e w h et h er c h ol est er ol dri v es c ell 
di visi o n t hr o u g h a d o w nstr e a m st er ol-r el at e d pr o d u ct, or b y i nfl u e n ci n g si g n ali n g 
p at h w a ys. Di et ar y c h ol est er ol h as b e e n s h o w n t o i nfl u e n c e t h e pr olif er ati o n of f olli cl e 
st e m c ells i n Dr os o p hil a b y r e g ul ati n g t h e r el e as e of H e d g e h o g pr ot ei n ( H art m a n et al., 
2 0 1 3), a n d a si mil ar m e c h a nis m, b e at w or k i n t h e i nt esti n e. R e c e nt st u di es h a v e als o  
s h o w n t h at f or ci n g t h e pr o d u cti o n of c h ol est er ol ri c h li pi d dr o pl ets b y o v er e x pr essi n g 
e n z y m es t h at pr o d u c e p h os p h ati d yl c h oli n e bl o c ks E R str ess a n d s u bs e q u e nt c ell d e at h 
r es ulti n g i n c h e m ot h er a p y r esist a n c e i n c ol o n c a n c er c ells ( C ott e et al., 2 0 1 8).  
  Hi g h i ntr a c ell ul ar c h ol est er ol is als o a m ar k er of n e ur ol o gi c al dis e as e. 
R es e ar c h er s n oti c e d t h at p ati e nts wit h Al z h ei m er’ s dis e as e h a d a n a p pr o xi m at el y 1 0 % 
i n cr e as e i n pl as m a c h ol est er ol r el ati v e t o h e alt h y i n di vi d u als, b ut it w as n ot k n o w n if t his 
s m all i n cr e as e h a d a n y bi ol o gi c al eff e ct ( P o p p et al., 2 0 1 3). R e c e nt w or k h as s h o w n t h at 
t his s m all c h a n g e is a bl e t o c h a n g e t h e n u cl e ati o n r at e of a m yl oi d- b et a p e pti d e i nt o t h e 
i ns ol u bl e a g gr e g at es t h at c h ar a ct eri z e Al z h ei m er’ s dis e as e ( H a b c hi, J. et al., 2 0 1 8). T his 
i n cr e as e d r at e o c c ur s i n is ol at e d v esi cl es, b ut it will b e i nt er esti n g t o s e e if it o c c ur s i n  
c ult ur e d n e ur o ns, a n d i n vi v o tiss u e as w ell.  
 
T h e Dr os o p hil a mi d g ut as a m o d el f o r st u d yi n g m et a b oli c dis o r d e rs 
  M et a b oli c dis or d er s i n h u m a ns ar e diffi c ult t o st u d y i n p art b e c a us e of t h e 
c o m pl e x n at ur e of t h e p at h w a ys a n d g e n e n et w or ks t h at ar e r e q uir e d t o r e g ul at e 
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Dr os o p hil a i n c o ntr ast h a v e a pl et h or a of g e n eti c t o ols a v ail a bl e t o st u d y t h eir 
d e v el o p m e nt a n d p h ysi ol o g y, a n d t h eir di et c a n b e e asil y m a ni p ul at e d. T h e us e of 
Dr os o p hil a as a s yst e m f or m et a b oli c st u di es h as b e e n r e vi e w e d m a n y ti m es ( B a k er a n d 
T h u m m el, 2 0 0 7; K u h nl ei n, 2 0 1 0; C o x et al., 2 0 1 7). I m p ort a ntl y, w or k i n Dr os o p hil a h as 
f or es h a d o w e d i m p ort a nt fi n di n gs l at er i d e ntifi e d i n h u m a ns, s u c h as t h e r ol e of t h e 
a di p os e  g e n e i n r e g ul ati n g T A G l e v els ( D o a n e, 1 9 6 0; L ai et al., 2 0 0 9). B e c a us e of t h eir 
ess e nti al r ol es f or gr o wt h a n d s ur vi v al, t h e b asi c m et a b oli c p at h w a ys, i n cl u di n g 
gl y c ol ysis, gl u c o n e o g e n esis, f att y a ci d b et a- o xi d ati o n, t h e citri c a ci d c y cl e, a n d t h e 
el e ctr o n tr a ns p ort c h ai n ar e n e arl y i d e nti c al b et w e e n fli es a n d h u m a ns, m a ki n g 
m et a b olis m a p arti c ul arl y attr a cti v e ar e a of st u d y i n Dr os o p hil a.  
 It is t his s yst e m t h at I h a v e us e d i n t his t h esis t o st u d y h o w di et i nfl u e n c es 
d e v el o p m e nt, s p e cifi c all y h o w m o d ul ati n g li pi d a v ail a bilit y fr o m t h e di et i nfl u e n c es st e m 
c ell b e h a vi or i n t h e Dr os o p hil a i nt esti n e. K n o wi n g t h at t h e i nt esti n e u n d er g o es m assi v e 
gr o wt h d uri n g t h e fir st f e w d a ys of a d ult h o o d, w e pr e di ct e d t h at a n y c ell-l e v el c h a n g es 
t h at m a y b e i nfli ct e d b y di et w o ul d b e m ost visi bl e d uri n g t his tr a nsiti o n ti m e. W hil e 
n or m all y, t h e e nt er o c yt es of t h e i nt esti n e t ur n o v er i n 7- 1 0 d a ys ( M ari a n es a n d S pr a dli n g, 
2 0 1 3), t h e e nt er o e n d o cri n e c ells t ur n o v er m or e sl o wl y ( Z e n g a n d H o u, 2 0 1 5), a n d 
t ur n o v er m a y als o v ar y b y r e gi o n. H o w e v er, t h e i nt esti n e gr o ws u nif or ml y aft er e cl osi o n, 
s o a di et ar y p ert ur b ati o n at t his ti m e c o ul d c a us e a l ar g e s c al e eff e ct t h at w o ul d b e r e a dil y 
i d e ntifi a bl e. I nt er esti n gl y, t h es e eff e cts n ot o nl y c h a n g e t h e c ell ul ar m a k e u p of t h e 
i nt esti n e, b ut als o c a us e l o n g t er m eff e cts s u c h as c h a n gi n g t h e a m o u nt of c h ol est er ol 
a ni m als st or e w h e n f e d a ri c h di et, a n d t h e r at e of t u m or i niti ati o n a n d gr o wt h aft er a n 
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  As p art of t his l o n g t er m st u d y, I p erf or m e d a l ar g e s c al e R N A s e q u e n ci n g 
e x p eri m e nt t h at is o utli n e d i n C h a pt er 3. W e s e q u e n c e d R N A fr o m a n a nt eri or a n d 
p ost eri or s e g m e nt of t h e f e m al e mi d g ut i n 1 0- 1 4 d a y ol d fli es, fr o m a ni m als f e d a c o ntr ol, 
li pi d d e pl et e d, a n d hi g h c h ol est er ol di et, as w ell as i n t o g e n eti c b a c k gr o u n ds w h er e 
c h ol est er ol st or a g e is disr u pt e d. I h a v e p erf or m e d i niti al a n al ysis t o i d e ntif y t h e m et a b oli c 
g e n es t h at ar e si g nifi c a ntl y aff e ct e d i n t h es e b a c k gr o u n ds. T h es e r es ults s h o w t h at t h e 
r e g ul ati o n of m a n y t h es e g e n es is n ot tr a ns cri pti o n al. A d diti o n all y, t h e tr a ns cri pti o n al 
c h a n g es t h at w er e i d e ntifi e d ar e diff er e nt b et w e e n t h e a nt eri or a n d p ost eri or mi d g ut, 
f urt h er h el pi n g us c h ar a ct eri z e t h e diff er e n c es b et w e e n t h es e t w o r e gi o ns. 
C h a pt er 3 als o c o nt ai ns s o m e c h ar a ct eri z ati o n of t h e l ar v al a n d p u p al mi d g ut. 
T h es e st u di es w er e p erf or m e d a n d p u blis h e d m or e e xt e nsi v el y b y ot h er gr o u ps 
( T a k as hi m a et al., 2 0 1 1; Dri v er a n d O hlst ei n, 2 0 1 4; H arr o p et al., 2 0 1 4;  J o n es et al., 
2 0 1 5). Fi n all y, I i n cl u d e i niti al e x p eri m e nts c h ar a ct eri zi n g t h e n u cl e ar r e c e pt or, H N F 4 as 
a r e g ul at or of a d ult mi d g ut d e v el o p m e nt. T his t h esis h as s h o w n t h at a si n gl e di et ar y 
m et a b olit e is c a p a bl e of i nfl u e n ci n g a si g n ali n g p at h w a y t o m o d ul at e diff er e nti ati o n. 
T h es e c h a n g es i n diff er e nti ati o n o c c ur i n p arti c ul ar r e gi o n of t h e i nt esti n e, a r e gi o n t h at 
m et a b oli z es t h e n utri e nt t h at i niti at es t h es e c h a n g es. It is li k el y t h e n t h at m et a b olit es t h at 
ar e pr o c ess e d i n ot h er r e gi o ns ( gl u c os e/ gl y c o g e n i n t h e a nt eri or, ir o n i n t h e mi d dl e 
mi d g ut, et c) m a y als o i nfl u e n c e t h e diff er e nti ati o n of c ells i n t h os e r e gi o ns. F urt h er m or e, 
t h e t e c h ni q u es us e d h er e c a n b e us e d t o st u d y ot h er li pi d s p e ci es s u c h as f att y a ci ds, 
p h os p h oli pi ds, a n d tri gl y c eri d es.  J ust as c h ol est er ol i n d u c es c h a n g es i n t h e a cti vit y of 
Hr 9 6, l o n g c h ai n f att y a ci ds c a n a cti v at e H N F 4. It will b e i nt er esti n g i n t h e f ut ur e t o 
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mi d g ut f or m ati o n, a n d a d ult h o m e ost asis. C o nti n ui n g t o c h ar a ct eri z e t h e c o n n e cti o ns 
b et w e e n e n vir o n m e nt al n utri e nts a n d d e v el o p m e nt al si g n ali n g will c o ntri b ut e t o 
u n d er st a n di n g h o w tiss u es r es p o n d t o str ess, a g e, dis e as e, a n d t h e pr es e n c e of c a n c er, a n d 
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I N T R O D U C T I O N  
 
 
  D e v el o p m e nt is a u ni q u e p art n er s hi p b et w e e n a fl e xi bl e g e n eti c pr o gr a m a n d t h e 
e n vir o n m e nt.   M aj or a d v a n c es h a v e o c c urr e d i n r e c e nt y e ar s i n u n d er st a n di n g t h e g e n es 
a n d p at h w a ys t h at pr o gr a m e m br y o a n d tiss u e d e v el o p m e nt, m a n y of  w hi c h ar e  hi g hl y 
c o ns er v e d a m o n g di v er s e i n v ert e br at e a n d v ert e br at e a ni m als.   I n a d diti o n, n u m er o us 
e x a m pl es h a v e b e e n d o c u m e nt e d w h er e e n vir o n m e nt al v ari a bl es, n utriti o n i n p arti c ul ar, 
e x ert or ar e  b eli e v e d t o e x ert str o n g m o d ul ati n g eff e cts  o n d e v el o p m e nt al o ut c o m es a n d 
dis e as e s u s c e pti bilit y (r e vi e w e d i n Pr est o n et  al.,  2 0 1 8).  E x a m pl es, i n cl u d e f ol at e a n d 
n e ur al t u b e cl os ur e (I m b ar d et  al.,  2 0 1 3), c h ol est er ol a n d h e art dis e as e ( Or h o- M el a n d er, 
2 0 1 5), a n d c al ori c i nt a k e a n d l o n g e vit y ( T e m pl e m a n a n d M ur p h y, 2 0 1 8).   D es pit e t h e 
gr e at i nt er est a n d i m p ort a n c e of u n d er st a n di n g h o w t h e e n vir o n m e nt m o difi es 
d e v el o p m e nt, g ai ni n g a m e c h a nisti c u n d er st a n di n g of t h es e u n pr o gr a m m e d eff e cts  o n 
a ni m al f or m a n d f u n cti o n h as pr o v e d m u c h m or e diffi c ult t h a n d e ci p h eri n g t h e 
d e v el o p m e nt al pr o gr a m its elf.    
 Di et  is o n e of t h e m ost i m p ort a nt a n d u bi q uit o us e n vir o n m e nt al v ari a bl es 
i m p a cti n g a ni m al lif e c y cl es.  A n utri e nt p o or di et d uri n g e m br y o ni c d e v el o p m e nt m a y  
est a blis h a s c ar cit y  m et a b oli c pr o gr a m i n t h e off s pri n g t h at c a n  l e a d t o m et a b oli c 
s y n dr o m e (r e vi e w: R a m a kris h n a n, 2 0 0 4).  Di et ar y  i nt a k e of c ert ai n  n utri e nts m a y  als o  
i n cr e as e t h e ris k of c a n c er.  F or e x a m pl e, t h er e is a str o n g c orr el ati o n b et w e e n a hi g h f at 
di et a n d c ol o n c a n c er ( B e y a z et  al.,  2 0 1 6; O' N eill et  al.,  2 0 1 6) r aisi n g t h e p ossi bilit y t h at 
a hi g h f at di et m a y  i nfl u e n c e d e v el o p m e nt al si g n ali n g p at h w a ys t h at pr o m ot e c ell  
pr olif er ati o n. H o w e v er, n utri e nts s u c h as  c h ol est er ol c a n  p ot e nti all y aff e ct  c a n c er 
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di et ar y c h ol est er ol i nt a k e a n d o n c o g e n esis ( Sil v e nt e- P oir ot a n d P oir ot, 2 0 1 4; Kl o u d o v a et  
al.,  2 0 1 7).   
  C h ol est er ol u pt a k e a n d utili z ati o n is c o ntr olle d  b y m e c h a nis ms t h at ar e  hi g hl y 
c o ns er v e d b et w e e n Dr os o p hil a a n d m a m m als.  F or  e x a m pl e, i nt esti n al e nt er o c yt es i n b ot h 
gr o u ps t a k e u p di et ar y c h ol est er ol b y e n d o c yt osis a n d v esi cl e tr affi c ki n g i nt o l ys os o m es.   
S u bs e q u e ntl y, u n d er c o ntr ol of  Ni e m a n n-Pi c k  t yp e C g e n es N P C 1  a n d N P C 2 , c h ol est er ol 
i s m o v e d fr o m l ys os o m es t o ot h er or g a n ell es s u c h as  e n d o pl as mi c r eti c ul u m ( E R) a n d 
mit o c h o n dri a ( H u a n g et  al.,  2 0 0 5).  O n c e i n t h e E R  a l ar g e p orti o n of  t h e c h ol est er ol is 
est erifi e d  b y a c et yl C o A c h ol est er ol a c yltr a nsfer as e  ( A C A T), p a c k a g e d i nt o li p o pr ot ei n 
p arti cl es a n d tr a ns p ort e d t o p eri p h er al tiss u es.  I n m a m m als,  c h ol est er ol bi os y nt h esis is 
c o ntr oll e d b y t h e li pi d- m e di at e d r e g ul ati o n of pr ot ei n st a bilit y i n t h e e n d o pl as mi c 
r eti c ul u m ( G ol dst ei n a n d Br o w n, 1 9 9 0).  W h e n  c h ol est er ol l e v els i n e nt er o c yt es ar e  hi g h, 
t h e r at e li miti n g bi os y nt h eti c e n z y m e, t h e m e m br a n e pr ot ei n H M G C o A r e d u ct as e, is 
d est a bili z e d b y u bi q uiti n ati o n, disl o c at e d o ut of  t h e E R  a n d d e gr a d e d vi a t h e e n d o pl as mi c 
r eti c ul u m-ass o ci at e d  d e gr a d ati o n ( E R A D) p at h w a y.  I n c o ntr ast, i n li pi d- d e pri v e d c ells,  
I nsi g- 1, a k e y pr ot ei n i n v ol v e d i n H M G C o A t ur n o v er a n d i n pr o c essi n g st er ol r e g ul at or y 
el e m e nt bi n di n g pr ot ei ns ( S R E B P s), is d e gr a d e d vi a E R A D.   E v e n t h o u g h Dr os o p hil a  is a 
c h ol est er ol a u x ot r o p h, m a m m ali a n  li pi d r e g ul at or y pr ot ei ns e x pr ess e d i n Dr os o p hil a ar e  
still  s u bj e ct t o st er ol-r e g ul at e d E R A D  s h o wi n g t h at li pi d m e di at e d c o ntr ol of pr ot ei n 
st a bilit y i n t h e E R  vi a E R A D  h as b e e n hi g hl y c o ns er v e d ( F a ul k n er et  al.,  2 0 1 3). 
  T h e e x pr essi o n of g e n es m e di ati n g c h ol est er ol u pt a k e, as  wit h  m a n y ot h er di et ar y 
li pi ds, is m e di at e d l ar g el y t hr o u g h n u cl e ar r e c e pt ors ( N R).  T h es e li g a n d-r e g ul at e d 
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g e n e e x pr essi o n t o r e g ul at e d e v el o p m e nt, h o m e ost asis, a n d m et a b olis m ( E v a ns a n d 
M a n g els d orf, 2 0 1 4).   C h ol est er ol effl u x i n m a m m als  is r e g ul at e d pri m aril y b y N R  
s u bf a mil y 1 m e m b er s L X R α  a n d L X R β.   I n r es p o ns e t o hi g h i ntr a c ell ul ar o x yst er ols, 
L X R  i n d u c es t h e e x pr essi o n of c h ol est er ol tr a ns p ort pr ot ei ns t h er e b y sti m ul ati n g 
c h ol est er ol tr affi c ki n g fr o m t h e p eri p h er al tiss u es t o t h e li v er w h er e it is eli mi n at e d i n t h e 
f or m of  bil e ( K al a a n y a n d M a n g els d orf, 2 0 0 6).  I n Dr os o p hil a, a si n gl e s u bf a mil y 1 
ort h ol o g, Hr 9 6, is e x pr ess e d i n t h e i nt esti n e a n d t h e f at b o d y, a n d is r e q uir e d f or 
d e v el o p m e nt i n c h ol est er ol- d e pl et e d e n vir o n m e nts ( H or n er et  al.,  2 0 0 9).  C o ns e q u e ntl y, 
N R 1  m e m b er s a n d t h eir c o ns er v e d t ar g et g e n es ar e  str o n g c a n di d at es f or m e di ati n g 
c h ol est er ol-i n d u c e d eff e cts  o n i nt esti n al d e v el o p m e nt. 
T h e Dr os o p hil a mi d g ut is a p o w erf ul m o d el s yst e m i n w hi c h t o a n al y z e t h e 
r el ati o ns hi p b etw e e n  di et a n d i nt esti n al d e v el o p m e nt at  t h e c ell ul ar, m ol e c ul ar a n d 
f u n cti o n al l e v els, i n p art b e c a us e n utri e nt pr o c essi n g is hi g hl y r e gi o n ali z e d ( B u c h o n et  
al.,  2 0 1 3; M ari a n es a n d S pr a dli n g, 2 0 1 3). T h e a cti vit y wit hi n e a c h  g ut s u b-r e gi o n is 
str o n gl y i m p a ct e d b y disti n ct s elf -r e n e wi n g i nt esti n al st e m  c ells  (I S Cs) ( Mi c c h elli a n d 
P erri m o n, 2 0 0 6; O hlst ei n a n d S pr a dli n g, 2 0 0 6) w h os e d a u g ht er c ells,  k n o w n as  
e nt er o bl asts ( E Bs), diff er e nti at e i n r es p o ns e t o a hi g h N ot c h si g n al i nt o n utri e nt-
pr o c essi n g e nt er o c yt es ( E Cs).  I n t h e pr es e n c e of l o w i ntr a c ell ul ar N ot c h a cti vit y, I S Cs 
pr o d u c e e nt er o e n d o cri n e m ot h er c ells  t h at diff er e nti at e i nt o m ulti pl e t y p es of h or m o n e-
s e cr eti n g e nt er o e n d o cri n e c ells  ( e e’ s) ( O hlst ei n a n d S pr a dli n g, 2 0 0 7; G u o a n d O hlst ei n, 
2 0 1 5).   N ot c h si g n ali n g is l ar g el y r e g ul at e d b y its li g a n d, t h e tr a ns m e m br a n e pr ot ei n 
D elt a , w h os e a cti vit y is i nfl u e n c e d b y f a ct or s t h at i m p a ct t h e tr affi c ki n g, r e c y cli n g a n d 
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W e b er et  al.,  2 0 0 3; C o u m aill e a u et  al.,  2 0 0 9; C o n n er, 2 0 1 6).  I n t h e m a m m ali a n  i nt esti n e, 
N ot c h si g n ali n g als o  s p e cifi es e nt er o c yt es a n d e nt er o e n d o cri n e c ells  ( D e mitr a c k a n d 
S a m u els o n, 2 0 1 6).   A b n or m aliti es i n N ot c h si g n ali n g ar e  ass o ci at e d wit h  i n cr e as e d c ell  
pr olif er ati o n i n b ot h Dr os o p hil a  a n d m a m m als,  i n cl u di n g c ol o n c a n c er ( S u m a n et  al.,  
2 0 1 4).    
W e  h a v e f o u n d t h at di et ar y c h ol est er ol i nfl u e n c es i nt er c ell ul ar N ot c h si g n ali n g 
a n d e nt er o e n d o cri n e c ell  diff er e nti ati o n i n t h e a d ult mi d g ut.  Diff er e n c es i n 
e nt er o e n d o cri n e c ell  n u m b er est a blis h e d i n y o u n g a ni m als p er sist a n d a p p e ar t o 
c o ntri b ut e t o a m et a b oli c m e m or y, as  fli es r ais e d i niti all y u n d er li pi d d e pri v ati o n l at er i n 
lif e a c c u m ul at e 1 8 % m or e st er ols o n a st a n d ar d di et t h a n c o ntr ols.  M or e o v er, di et ar y 
li pi d l e v els aff e ct  t h e pr o gr essi o n of e nt er o e n d o cri n e t u m or s. T h us, o ur r es ults r e v e al a 
s p e cifi c a n d p ot e nti all y wi d es pr e a d m e c h a nis m t hr o u g h w hi c h a di et ar y n utri e nt aff e cts  
N ot c h i nt er c ell ul ar si g n ali n g a n d c ell ul ar diff er e nti ati o n w it h p ossi bl e c o ns e q u e n c es f or 
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M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
 
E x p e ri m e nt al M o d el a n d  s u bj e ct  d et ails  
Dr os o p hil a m el a n o g ast er . 
N or m al a n d m o difi e d di et ar y tr e at m e nts  
T o  e n h a n c e u nif or mit y, all  di ets  w er e  pr e p ar e d fr o m li pi d- e xtr a ct e d i n gr e di e nts.  T h e 
li pi d- d e pl et e d di et w as  pr e p ar e d b y e xtr a cti n g y e ast e xtr a ct a n d a g ar wit h  c hl or of or m at  a 
1: 5 r ati o b y w ei g ht. E a c h  c o m p o n e nt w as  e xtr a ct e d f or 4 h o ur s, s e p ar at e d wit h  v a c u u m 
filtr ati o n, a n d t h e n e xtr a ct e d f or 1 h o ur wit h  fr es h c hl or of or m. B ot h c o m p o n e nts w er e  
t h e n all o w e d t o dr y  f or fi v e d a ys i n a f u m e h o o d. E xtr a ct e d y e ast e xtr a ct a n d a g ar w er e  
us e d t o m a k e a 1. 0  S Y  di et a c c or di n g t h e f oll o wi n g f or m ul a: 3 0 g s u cr os e, 3 0 g li pi d-
e xtr a ct e d y e ast e xtr a ct, 3 g a g ar, 3 0 0 m L  H2 O ( Si e b er a n d T h u m m el, 2 0 0 9).   T h e c o ntr ol 
di et c o nsist e d of a li pi d- d e pl et e d 1. 0  S Y  di et s u p pl e m e nt e d wit h  fr es h y e ast p ast e a n d 
v e hi cl e al o n e ( 1- 4 % et h a n ol) t o c o ntr ol f or t h e et h a n ol i n t h e li pi d-s u p pl e m e nt e d di ets. 
Li pi d s u p pl e m e nt e d di ets ( 1X)  c o nsist e d of t h e li pi d- d e pl et e d 1. 0 S Y  di et s u p pl e m e nt e d 
wit h  fr e e f att y a ci d  ( 5 m g/ ml st e ari c a ci d),  tri gl y c eri d e ( 5 m g/ ml gl y c er ol trist e ar at e), 
c h ol est er ol ( 5 m g/ ml) or  er g ost er ol ( 5 m g/ ml) t o a fi n al c o n c e ntr ati o n of  0. 0 5 % 
s u p pl e m e nt al li pi d. 4 x c h ol est er ol ( hi g h st er ol di et) a n d 4 x er g ost er ol w er e  pr e p ar e d t o a 
fi n al c o n c e ntr ati o n of  0. 2 % s u p pl e m e nt al st er ol.  Eit h er p u p a e or 5- d a y ol d a d ult fli es 
w er e  tr a nsf err e d t o vi als wit h  t h e di et of i nt er est.  Fli es  m o v e d t o a n e w di et ar y tr e at m e nt 
w er e  t est ed aft er  a n  i n di c at e d p eri o d d uri n g w hi c h t h e y w er e  tr a nsf err e d t o fr es h vi als 
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M a m m ali a n c ell  c ult ur e 
H E K 2 9 3 c ult ur es 
C ult ur es of H E K 2 9 3 c ells  gr o w n p etri dis h es i n D ul b e c c o’ s m o difi e d E a gl e’ s m e di u m 
( + 1 0 % F B S,  1 x a nti bi oti c) at  3 7°C a n d 5 %  C O 2 .  C ult ur es w er e  s plit at  8 0 % c o nfl u e n c y. 
H C T 1 1 6 c ult ur es 
H C T 1 1 6 c ells w er e c ult ur e d i n p etri dis h es i n M c C o y's m e di u m ( + 1 0 % F B S, 1 x 
a nti bi oti cs) at 3 7 °C a n d 5 % C O 2 .  C ult ur es w er e s plit at 8 0 % c o nfl u e n c y. 
M et h o d s d et ails 
Dr os o p h il a m el a n o g ast er 
I m m u n ofl u or es c e nt st ai ni n g  
Mi d g uts or o v ari es w er e  diss e ct e d i n Gr a c e’ s  i ns e ct m e di u m a n d fi x e d f or 3 0 mi n ut es at  
r o o m t e m p er at ur e ( or 1 5- 1 8 h o ur s at  4 ° C f or mi d g ut D elt a  st ai ni n g) i n a nti b o d y w as h  
wit h  4 % E M  gr a d e p ar af or m al d e h y d e). Tiss u es w er e  t h e n w as h e d t hr e e ti m es f or at  l e ast 
2 h o ur s a n d t h e n bl o c k e d at  r o o m t e m p er at ur e i n a nti b o d y w as h  + 5 % B S A  f or 4 h o ur s. 
Pri m ar y  a nti b o di es w er e  a d d e d t o i n c u b at e o v er ni g ht at  4 ° C at  t h e f oll o wi n g 
c o n c e ntr ati o ns: a nti- Pr os p er o ( D e v el o p m e nt al St u di es H y bri d o m a B a n k   M R 1 A; ), 
R RI D: A B _ 5 2 8 4 4 0) ( 1: 1 0 0), 1: 1 0 0, a nti- P H 3, S er 1 0  ( Milli p or e Si g m a) 1: 1 0 0 0, ( 1: 1 0 0), 
a nti- D elt a  ( D S H B C 5 9 4. 9 B, R RI D: A B _ 5 2 8 1 9 4) ( 1: 5 0), a nti-N E C D  ( D S H B C 4 5 8. 2 H, 
R RI D: A B _ 5 2 8 4 0 8 ), a nti- L p R 2 (P arr a - P er al b o E;  P L o S G e n et. 2 0 1 1 C at #  L p R 2, 
R RI D: A B _ 2 5 6 9 1 3 5) ( P arr a- P er al b o a n d C uli, 2 0 1 1), a nti- Hi n dsi g ht ( D S H B 1 G 9, 
R RI D: A B _ 5 2 8 2 7 8) ( 1: 1 0 0). S a m pl es w er e  w as h e d f or at  l e ast 9 h o ur s. S e c o n d ar y 
a nti b o di e s:  Al e x a- 4 8 8, Al e x a- 5 6 8, a n d Al e x a- 5 9 6 i n c u b at e d o v er ni g ht at  4 ° C i n a nti b o d y 
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t h e n m o u nt e d wit h  V e ct as hi el d a n d i m a g e d. A nti b o d y w as h  us e d f or g uts c o nt ai n e d 
1 x P B S + 0. 3 % Trit o n X- 1 0 0 + 0. 5 % B S A.  A nti b o d y w as h  f or o v ari es c o nt ai n e d 1 x P B S + 
0. 1 % Trit o n X- 1 0 0 + 0. 5 % B S A.  T u n el l a b eli n g w as  p erf or m e d b ef or e i n c u b ati o n wit h  
s e c o n d ar y a nti b o di es p er m a n uf a ct ur er’ s i nstr u cti o ns usi n g T h e D e a d E n d ™ Fl u or o m etri c 
T U N E L  S yst e m ( Pr o m e ga,  G 3 2 5 0).  
A n al ysis of e nt er o e n d o cri n e c ell  fr e q u e n c y 
P h ysi c al c h ar a ct eristi cs of t h e Dr os o p hil a mi d g ut d es cri b e d i n B u c h o n et  al.,  ( 2 0 1 3) a n d 
M ari a n es a n d S pr a dli n g ( 2 0 1 3) w er e  us e d t o i d e ntif y a nt eri or ( A 2, s p e cifi c all y) a n d 
p ost eri or ( eit h er P 1  or P 3) mi d g ut r e gi o ns. P er c e nt e e's w er e  s c or e d b y c o u nti n g t h e 
n u m b er of Pr os p er o-l a b el e d n u cl ei di vi d e d b y t h e t ot al n u m b er of  D A PI  p ositi v e c ells.  
F or e a c h  q u a ntifi e d i nt esti n e pl ott e d i n Fi g ur es 1, 2 a n d 6, t hr e e 2 5 0 0µ m 2  r e gi o ns w er e  
a v er a g e d.  
Fl u or es c e n c e q u a ntifi c ati o n 
Q u a ntifi e d D elt a  a n d N E C D  fl u or es c e n c e r e p ort e d i n Fi g ur e 3,  4 a n d 5 w as  m e as ur e d 
usi n g t h e i nt e gr at e d d e nsit y m e as ur e m e nt f u n cti o n i n I m a g eJ. C orr e ct e d t ot al c ell  
fl u or es c e n c e w as  c al c ul at e d b y s u btr a cti n g m e a n  fl u or es c e nt b a c k gr o u n d fr o m t he s a m e 
i m a g e. E a c h  gr a p h e d p oi nt is t h e a v er a g e of  3 c ells  wit hi n a 2 5 0 0 µ m2  r e gi o n. At  l e ast 1 0 
mi d g uts w er e  a n al y z e d f or e a c h  e x p eri m e nt.  
N ot c h t u m or i n d u cti o n 
N ot c h k n o c k- d o w n w as  p erf or m e d usi n g U A S - N-R N Ai;  es g - G A L 4; G A L 8 0ts, U A S -G F P  
fli es r ais e d at  1 8 ° C a n d t h e n m o v e d t o 2 9 ° C u p o n e cl osi o n. K n o c k- d o w n fli es wit h  a 
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e v er y d a y. N ot c h -/- a n d F R T 1 9 A c o ntr ol cl o n es w er e  i n d u c e d i n 5 d a y ol d fli es wit h  o n e 
3 0- mi n ut e h e at s h o c k at  3 7 ° C. 
R N A  s e q u e n ci n g  
F e m al e  y1  w1  fli es a g e d 1 0- 1 2 d a ys w er e  diss e ct e d i n c ol d Gr a c e’ s  i ns e ct m e di u m.  
A nt eri or ( a 1- a 3) a n d p ost eri or r e gi o ns( p 1- p 4) w er e  i d e ntifi e d m or p h ol o gi c all y a n d 
is ol at e d usi n g mi cr o diss e cti o n s ciss or s.  3 0- 5 0 c ut r e gi o ns p er s a m pl e w er e  tr a nsf err e d t o 
4 0 0 µl Tri p ur e o n i c e.  E a c h  e x p eri m e nt al c o n diti o n w as  c oll e ct e d i n tri pli c at e. C oll e ct e d 
mi d g uts w er e  h o m o g e ni z e d a n d 6 0 0 µ L fr es h Tri p ur e a d d e d. Aft er  1 0 mi n  at  r o o m 
t e m p er at ur e 1 8 0 µl c hl or of or m w as  a d d e d, s h a k e n bri efl y b y h a n d a n d all o w e d t o st a n d at  
r o o m t e m p er at ur e f or 1 0 mi n ut es. F oll o wi n g c e ntrif u g ati o n f or 1 5 mi n  at  1 2, 0 0 0 r p m at  
4 ° C,  t h e a q u e o us l a y er w as  r e m o v e d a n d R N A  pr e ci pit at e d wit h  4 0 0 µl is o pr o p a n ol.  T h e 
p ell et w as  r e c o v er e d b y c e ntrif u g ati o n, r e-s us p e n d e d i n 5 0 u L n u cl e as e fr e e w at er  a n d 
st or e d  at  - 8 0 °C.   c D N A  li br ari es w er e  c o nstr u ct e d fr o m p ol y( A)-s el e ct e d  R N A  usi n g t h e 
ll u mi n a Tr u S e q R N A  Li br ar y Pr e p  Kit  v 2 a n d s e q u e n c e d o n a n  Ill u mi n a N e x S e q 5 0 0. 
S e q u e n c e d r e a ds w er e  a n al y z e d usi n g b cl 2f ast q v 2. 1 7. 1. 1 4 f or b as e c alli n g, 
B o wti e 2. 2. 9 f or al i g n m e nt t o t h e d m 6  Dr os o p hil a g e n o m e, T o p H at 2. 1. 1 f or ali g n m e nt t o 
tr a ns cri pts d efi n e d b y B D G P 6  a n d E ns e m bl. 8 5. gtf. Tr a ns cri pt a n d g e n e f p k m w as  
c al c ul at e d usi n g C uffli n ks 2. 2. 1 a n d f ol d c h a n g e q u a ntifi e d wit h  c uff diff ( v 7). W e 
a n al y z e d g e n es w h os e e x pr es si o n w as   > 2  F P K M  a n d wit h  a q- v al u e < 0. 0 5.  G e n es 
r e p ort e d as  si g nifi c a ntl y c h a n gi n g h a d at  l e ast 2-f ol d i n cr e as e d or d e cr e as e d e x pr essi o n 
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q R T- P C R   
R N Ai  k n o c k- d o w n effi ci e n c y r e p ort e d i n Fi g ur e S 2 P w as  m e as ur e d i n diss e ct e d mi d g uts. 
R N A  w as  c oll e ct e d as  d es cri b e d f or R N A  s e q u e n ci n g a n d t h e n 1 µ g of t ot al R N A  w as  
r e v er s e tr a ns cri b e d usi n g Bi o -R a d  i S cri pt R e v er s e Tr a ns cri pti o n S u p er mi x. Q u a ntit ati v e 
P C R  w as  p erf or m e d usi n g i T a q ™ U ni v er s al S Y B R ®  Gr e e n  S u p er mi x. Bi ol o gi c al a n d 
t e c h ni c al tri pli c at es w er e  us e d f or e a c h  g e n ot y p e. R es ults w er e  n or m ali ze d  t o r p 4 9. 
C h ol est er ol M e as ur e m e nt s 
C h ol est er ol a n d c h ol est er ol est er  ( c h ol est er yl) i n si n gl e fli es or i n is ol at e d i nt esti n es w er e  
m e as ur e d e x a ctl y as  d es cri b e d i n Si e b er a n d T h u m m el ( 2 0 1 2).  Si n gl e f e m al e fli es or 2 5 
mi d g uts fr o m f e m al e fli es w er e  diss e ct e d a n d ri ns e d i n 1 X P B S  + 0. 5 % Trit o n X- 1 0 0 
( P B S T). Tiss u e w as  h o m o g e ni z e d i n 2 5 0 µl i n P B S T  a n d t h e v ol u m e r ais e d t o 9 0 0 µl. 
S a m pl es w er e  s o ni c at e d 3 x 3 0 s e c o n ds a n d s plit i nt o t w o s a m pl es. 1 0 µl c h ol est er yl 
est er as e  w as  a d d e d t o o n e s a m pl e a n d b ot h s a m pl es w er e  i n c u b at e d at  3 7 ° C f or 1 8 h o ur s. 
S a m pl es w er e  e xtr a ct e d wit h  a 2: 1 c hl or of or m: m et h a n ol s ol uti o n. Li pi ds w er e  s ol u bili z e d 
i n 5 0 0 µl P B S T  a n d t h e n s o ni c at e d 3 x 3 0 s e c o n ds. C h ol est er ol a n d c h ol est er ol est er  w er e  
m e as ur e d usi n g t h e A m pl e x R e d  C h ol est er ol Ass a y  Kit  a n d s a m pl es r e a d p er kit 
i nstr u cti o ns. 
N M S - 8 7 3 Tr e at m e nt 
T e n  5- d a y- ol d fe m al e  fli es w er e  p ut wit h  a n  e q u al n u m b er of m al e  fli es i n a vi al 
c o nt ai ni n g 1. 0 S Y  m e di a. Fli es  w er e  f e d fr es h y e ast p ast e wit h  eit h er 1 5 µ M or 3 0 µ M 
N M S - 8 7 3, or 3 0 µ M D M S O  e v er y ot h er d a y. L et h alit y of t h e tr e at m e nt w as  ass es s e d  
e v er y d a y f or 7 d a ys. D elt a  pr ot ei n l e v els w er e  o bs er v e d b y i m m u n ofl u or es c e n c e aft er  4 
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M a m m ali a n c ell  c ult ur e 
Tr e at m e nt of H E K 2 9 3 c ells  wit h  G W 3 9 6 5 
S a m pl es w er e  c oll e ct e d fr o m p ar all el c ult ur es of H E K 2 9 3 c ells  a n d tr e at e d wit h  2 µ M 
G W 3 9 6 5 or D M S O  v e hi cl e f or 1 6 hr s. 
Tr e at m e nt of H C T 1 1 6 c ells  wit h  Si m v ast ati n 
H C T 1 1 6 c ells  w er e  c ult ur e d wit h  5 µ M a cti v at e d Si m v ast ati n or 5 µ M et h a n ol i n M c C o y’ s 
m e di u m ( + 1 0 % F B S,  1 x a nti bi oti c) f or 4 8 h o ur s, wit h  fr es h m e di a a n d 
Si m v ast ati n/ et h a n ol a d d e d aft er  2 4 h o ur s. Si m v ast ati n w as  a cti v at e d a c c o r di n g t o 
m a n uf a ct ur er’ s i nstr u cti o n b y diss ol vi n g 1. 4 m g Si m v ast ati n i n 1 0 0 µl of et h a n ol a n d 
i n c u b ati n g t h e r es ulti n g s ol uti o n wit h  1 5 0 µl of  0. 1  N N a O H  at  5 0 °C f or 2 h o ur s. T h e 
fi n al st o c k c o n c e ntr ati o n w as  a dj ust e d t o a p H of  7. 0  wit h  H Cl  a n d br o u g ht t o a fi n al 
c o n c e ntr ati o n of 4 m g/ ml.  
H C T 1 1 6 I m m u n ofl u or es c e nt St ai ni n g 
C ells  w er e  c ult ur e d as  d es cri b e d o n r o u n d c o v er gl ass. Pri or t o fi x ati o n, c ells  w er e  ri ns e d 
3 x wit h  1 X P B S  a n d t h e n i n c u b at e d wit h  fr es hl y dil ut e d 4 % p ar af or m al d e h y d e f or 1 0 
mi n ut es at  r o o m t e m p er at ur e. C ells  w er e  ri ns e d a g ai n  3 x wit h  P B S  a n d t h e n i n c u b at e d 
wit h  1 ml  of 1. 5 m g  gl y ci n e/ ml P B S  f or 1 0 mi n ut es at  r o o m t e m p er at ur e. S a m pl es w er e  
eit h er i m m e di at el y st ai n e d wit h  1 ml of fili pi n ( 0. 0 5 m g/ ml i n P B S)  f or 2 h o ur s at  r o o m 
t e m p er at ur e or bl o c k e d wit h  5 % N G S  i n 0. 1 % P B S  + Trit o n X- 1 0 0 f or 1 h o ur. F oll o wi n g 
bl o c k, s a m pl es w er e  i n c u b at e d o v er ni g ht at  4 °C wit h  a nti- N ot c h 1 ( 1: 5 0 0) a n d a nti-s e c 6 1 
( 1: 2 0 0 0) i n bl o c ki n g s ol uti o n. S a m pl es w er e  w as h e d t h e n e xt d a y 3 x 5 mi n ut es wit h  P B S  
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S a m pl es w er e  w as h e d a g ai n f or 3 x 5 mi n ut es wit h  P B S,  i n c u b at e d wit h  1 µ g/ ml D A PI  f or 
1 0 mi n ut es, a n d m o u nt e d wit h  Pr ol o n g G ol d A ntif a d e R e a g e nt.  
W est er n  Bl ot f or T u b uli n a n d D L L 4  
H E K 2 9 3 a n d H C T 1 1 6 c ells  w er e  c oll e ct e d i n c ol d P B S  a n d c o m bi n e d wit h  a n  e q u al 
v ol u m e of 2 x L a e m mli  S a m pl e B uff er. C ells  w er e  s o ni c at e d f or 1 0 s e c o n ds a n d i n c u b at e d 
at  7 0 °C f or 1 0 mi n ut es. 1 5 µl s a m pl e w as  l o a d e d i nt o 4 – 1 5 % Mi ni-P R O T E A N ®  T G X ™  
Pr e c ast  Pr ot ei n G els  a n d pr ot ei ns s e p ar at e d at  1 0 0 V f or 9 0 mi n ut es. Pr ot ei ns w er e  t h e n 
tr a nsf err e d o nt o nitr o c ell ul os e m e m br a n e at  1 0 m A c o nst a nt c urr e nt f or 1 8 h o ur s. T h e 
m e m br a n e w as  bl o c k e d wit h  O d yss e y Bl o c ki n g B uff er f or 1 h o ur a n d t h e n i n c u b at e d 
o v er ni g ht at  4°C wit h  0. 1 % T w e e n - 2 0 a n d pri m ar y a nti b o di es a nti-D L L 4  ( 1: 5 0 0) a n d 
a nti- al p h a t u b uli n ( 1: 1 0 0 0). A p pr o pri at e I R D y e s e c o n d ar y a nti b o di es w er e  i n c u b at e d for  
1 h o ur at  r o o m t e m p er at ur e at  1: 2 0, 0 0 0 i n O d yss e y Bl o c ki n g B uff er wit h  0. 1 % T w e e n -
2 0. M e m br a n es w er e  w as h e d 3 x 5 mi n ut es wit h  1 x T B S  aft er  pri m ar y a n d s e c o n d ar y 
a nti b o d y i n c u b ati o n.  
Q u a ntifi c ati o n a n d st atisti c al  a n al ysis 
T h e si g nifi c a n c e of e x p eri m e nt al tr e at m e nts r el ati v e t o m at c h e d c o ntr ols w er e  d et er mi n e d 
usi n g St u d e nts t- t ests ( si n gl e-t ail e d) usi n g Gr a p h P a d, as  d es cri b e d i n Fi g ur e l e g e n ds.  
Si g nifi c a n c e l e v els ar e  s h o w n o n t h e Fi g ur es usi n g t h e f oll o wi n g c o d e: * = p < 0. 0 5; * * = 
p < 0. 0 1; * * * = p < 0. 0 0 1.  
D at a  a n d S oft w ar e a v ail a bilit y 
 “T h e R N A s e q  d at a d es cri b e d h a v e b e e n d e p osit e d i n t h e NI H  G E O  ar c hi v e u n d er I D 
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R E S U L T S  
 
Di et a r y st e r ols i nfl u e n c e a d ult mi d g ut e nt e r o e n d o c ri n e c ell  n u m b e r  
T h e Dr os o p hil a  mi d g ut c o m pl et es d e v el o p m e nt s hortl y aft er  a d ult e cl osi o n, 
( O hlst ei n a n d S pr a dli n g, 2 0 0 6; T a k as hi m a et  al.,  2 0 1 3; M ari a n es a n d S pr a dli n g, 2 0 1 3) 
li k e t h e m a m m ali a n  i nt esti n e, w hi c h d e v el o ps r a pi dl y aft er  birt h.  D el a y e d diff er e nti ati o n 
i s pr o p os e d t o all o w i nt esti n al m et a b olis m t o a d a pt t o a n  i n di vi d u al's n utri e nt 
e n vir o n m e nt (r e vi e w e d i n R e y n ol ds et  al.,  2 0 1 5).  W e  o bs er v e d a d el a y i n t h e a p p e ar a n c e 
of i nt esti n al S R E B P  si g n ali n g a cti vit y ( Fi g ur e 1 A-B),  a k e y p at h w a y i n t h e r e g ul ati o n of 
li p o g e n esis ( Br o w n a n d G ol dst ei n, 1 9 9 7; K u nt e et  al.,  2 0 0 6). O nl y s p ar s e, l o w l e v el 
a cti vit y is pr es e nt i n t h e i nt esti n e of n e wl y e cl os e d fli es ( Fi g ur e 1 A), c o nsist e nt wit h  
pr e vi o us st u di es ( R eiff et  al.,  2 0 1 5).  I n c o ntr ast, t h e p at h w a y is hi g hl y a cti v at e d i n t h e 
p ost eri or mi d g ut of 5- d a y ol d fli es ( Fi g ur e 1 B).  C o ns e q u e ntl y, w e  i n v esti g at e d w h et h er 
mi d g ut diff er e nti ati o n i n y o u n g a d ults is i nfl u e n c e d b y t h e li pi d c o nt e nt of t h eir i niti al 
di et.   W e  c oll e ct e d l at e st a g e p u p a e a n d all o w e d t h es e a ni m als t o e cl os e a n d f e e d o n 
eit h er a c o ntr ol or li pi d- d e pl et e d di et f or 1 0 d a ys. W e  t h e n diss e ct e d t h es e fli es a n d 
st ai n e d b ot h t h e a nt eri or a n d p ost eri or mi d g ut wit h  m ar k er s t o ass es s  t h eir c ell ul ar 
c o m p ositi o n ( Fi g ur e 1 C).    
W e  e x a mi n e d t h e distri b uti o n of mi d g ut c ell  t y p es i n a d ult a ni m als f e d a li pi d-
d e pl et e d di et, a n d o bs er v e d a si g nifi c a nt d e cr e as e i n p ost eri or e e  c ells  (r e c o g ni z e d b y 
Pr os p er o st ai ni n g) r el ati v e t o c o ntr ols ( Fi g ur e 1 D-E).  T his r e d u cti o n w as  n ot o bs er v e d i n 
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Fi g u r e 1.  Di et a r y st e r ols i nfl u e n c e a d ult mi d g ut e nt e r o e n d o c ri n e c ell n u m b e r.  ( A-B)  
Mi d g uts fr o m 6- 1 2 h o ur ol d ( A) or 5 d a y ol d ( B) a d ult f e m al es. S R E B P r e p ort er ( gr e e n) 
D A PI ( bl u e). S c al e b ar = 4 0 0 µ m. ( C) E x p eri m e nt al str at e g y t o t est t h e eff e cts of di et o n 
diff er e nti ati o n. ( D- K) P ost eri or ( D- G) or A nt eri or ( H- K) mi d g ut r e gi o ns fr o m a ni m als f e d 
a c o ntr ol di et ( C D) ( D, H), li pi d- d e pl et e d di et ( L D) ( E, I), or li pi d- d e pl et e d di et 
s u p pl e m e nt e d wit h 1 X c h ol est er ol ( 1 X C, Fi g. S 1 B) or 4 X c h ol est er ol ( 4 X C) ( F, J). 
D A PI ( bl u e); Pr os p er o (r e d).  S c al e b ar = 4 0 µ m. ( G, K) % e nt er o e n d o cri n e ( e e) c ells 
( Pr os p er o+ ) r el ati v e t o t ot al p ost eri or ( G) or a nt eri or ( K) c ells. Cir cl es s h o w i n di vi d u al 
v al u es c ol or- c o d e d f or di et as i n di c at e d ( N = 2 0 f or all s a m pl es).  B ar = A v er a g e v al u e; 
* * * = p < 0. 0 0 5 (t- t est).  ( L- O) N ot c h si g n ali n g r e p ort er G B E - S u( H)-G A L 4  dri vi n g U A S -
m C D 8:: G F P  i n p ost eri or mi d g ut.  A ni m als w er e f e d o n C D ( L), L D ( M) or 4 X C ( N), f or 
1 0 d a ys pri or t o a n al ysis. D A PI ( bl u e); G F P ( gr e e n). I ns et s c al e b ar = 1 0 µ m. ( O) % of 
t ot al c ells wit h N ot c h si g n ali n g ( G F P+ ) i n a 5 0 0 0 µ m2  fi el d.  G F P+  c ell s w er e s u b di vi d e d 
b y pl oi d y b as e d o n n u cl e ar si z e a n d D A PI i nt e nsit y: bl u e ( < 4 C), r e d ( 4 C- 8 C), gr e e n 
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r e d u cti o n i n e e  n u m b er, w e  f e d n e wl y e cl os e d fli es a lipi d- d e pl et e d di et s u p pl e m e nt e d 
wit h  a si n gl e li pi d s p e ci es i n t h e f or m of  c h ol est er ol, f att y a ci d, or tri gl y c eri d e, a n d f o u n d 
t h at pr o vi di n g t h es e di et ar y m et a b olit es pr e v e nt e d t h e r e d u cti o n i n e e  n u m b er ( Fi g ur e 1 G, 
Fi g ur e S 1 B, E- H).   T h e eff e ct  w as  s p e cifi c t o t h e p eri o d of i niti al a d ult g ut d e v el o p m e nt, 
b e c a us e fli es s hift e d t o a li pi d- d e pl et e d di et aft er  o n e w e e k  o n c o ntr ol m e di a di d n ot s h o w 
a si g nifi c a nt c h a n g e i n e e  n u m b er 1 0 d a ys p ost-s hift ( Fi g ur e S 1 D). 
T o  d et er mi n e w h et h er el e v at e d di et ar y li pi d l e v els c o ul d li k e wis e aff e ct  e e  
n u m b er, w e  s u p pl e m e nt e d a li pi d- d e pl et e d di et wit h  hi g h l e v els of s p e cifi c li pi d s p e ci es. 
I n cr e asi n g t h e c o n c e ntr ati o n of  di et ar y f att y a ci d  r es ult e d i n d e at h wit hi n a w e e k  of 
f e e di n g, h o w e v er, a ni m als f e d a hi g h c h ol est er ol di et ar e  vi a bl e a n d f ertil e.  I n n e wl y 
e cl os e d a ni m als f e d a di et wit h  f o ur ti m es t h e a m o u nt of c h ol est er ol i n a c o ntr ol l a b di et 
t h e fr e q u e n c y of p ost eri or e e  c ells  w as  si g nifi c a ntl y i n cr e as e d ( Fi g ur e 1 F).  W h e n 
c h ol est er ol s u p pl e m e nt ati o n c o m m e n c e d o n e w e e k  aft er  e cl osi o n, t his i n cr e as e di d n ot 
o c c ur, e v e n aft er  1 4 d a ys of hi g h c h ol est er ol f e e di n g ( Fi g ur e S 1 D).  W e  f o u n d t h at, as  
e x p e ct e d, gr o wt h o n a li pi d- d e pl et e d or 4 X c h ol est er ol di et si g nifi c a ntl y c h a n g e d t h e 
le v els of i nt esti n al c h ol est er ol a n d c h ol est er ol est er  ( Fi g ur e S 1 C).  Si n c e Dr os o p hil a  ar e  
st er ol a u x otr o p hs, w e  f e d n e wl y e cl os e d fli es o n li pi d- d e pl et e d m e di a s u p pl e m e nt e d wit h  
4 x er g ost er ol, t h e m aj or y e ast st er ol a n d o bs er v e d a si mil ar  i n cr e as e i n t h e p er c e nt a g e of 
e e  c ells  i n t h e p ost eri or mi d g ut ( Fi g ur e S 1 G-I).  C h ol est er ol s u p pl e m e nt ati o n or d e pl eti o n 
d o es n ot a ct  b y alt eri n g r at es of  I S C di visi o n, b e c a us e t h e eff e cts  of t h es e tr e at m e nts o n 
t h e mit oti c i n d e x (I S C di visi o ns) di d n ot c orr el at e wit h  e e  pr o d u cti o n ( Fi g ur e S 1 K).  
F urt h er m or e, e e's di d n ot c h a n g e i n fr e q u e n c y d u e t o alt er e d  d e at h r at es, b e c a us e t h e 
n u m b er of T U N E L - p ositi v e c ells  p er mi d g ut w as  u n c h a n g e d f oll o wi n g c h ol est er ol  
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S u p pl e m e nt al Fi g u r e S 1. Di et a r y st e r ols, s p e cifi c all y, m e di at e c h a n g es i n p ost e ri o r 
mi d g ut diff e r e nti ati o n.  A nt eri or ( A) or p ost eri or ( B) mi d g uts fr o m a ni m als f e d a li pi d-
d e pl et e d di et s u p pl e m e nt e d wit h 1 X c h ol est er ol ( 1 X C). D A PI ( bl u e), Pr os p er o (r e d). C) 
c h ol est er ol or c h ol est er ol est er p er 2 5 mi d g uts f or a ni m als r ais e d o n t h e i n di c at e d di ets. 
B ar s = +/ - S D , * = p < 0. 0 5, * * = p < 0. 0 1 (t-t est). D) % e e c ells r el ati v e t o t ot al p ost eri or 
c ells f or a ni m als f e d a c o ntr ol di et f or t e n d a ys aft er e cl osi o n, a n d t h e n s wit c h e d t o t h e 
i n di c at e d di ets f or t e n d a ys.  Cir cl es s h o w i n di vi d u al v al u es c ol or- c o d e d f or di et: c o ntr ol 
di et ( C D, bl a c k), li pi d- d e pl et e d di et ( L D, r e d), 1 X c h ol est er ol di et ( 1 X C, gr e e n), 4 X 
c h ol est er ol ( 4 X C, bl u e). B ar = A v er a g e v al u e.  N = 1 5 f or all s a m pl es. ( E- H).  P ost eri or 
mi d g uts fr o m a ni m als f e d o n di ets s u p pl e m e nt e d wit h f att y a ci d ( E); tri gl y c eri d e ( F); 1 x 
er g ost er ol ( G), 4 x er g ost er ol ( H). D A PI ( bl u e); Pr os p er o (r e d); S c al e b ar = 4 0 µ m. (I) % 
e nt er o e n d o cri n e ( e e) c ells r el ati v e t o t ot al p ost eri or c ells f or a ni m als r ais e d o n t h e 
i n di c at e d di ets ( E- H). Cir cl es s h o w i n di vi d u al v al u es c ol or- c o d e d f or di et as i n di c at e d ( N 
= 1 5 f or all s a m pl es).  B ar = A v er a g e v al u e; * * * = p < 0. 0 0 1 (t- t est). J) A v er a g e g e n e 
e x pr essi o n v al u es f or t h e i n di c at e d N P C g e n es fr o m t h e tri pli c at e R N As e q fr o m p ost eri or 
( y- a xis) vs a nt eri or mi d g ut ( x- a xis) s h o wi n g hi g h er e x pr essi o n of m ost i n p ost eri or.  ( K-
L) N u m b er of p h os p h o- hist o n e H 3 ( P H 3) p ositi v e c ells ( K) or T U N E L p ositi v e ( L) c ells 
p er p ost eri or mi d g ut fr o m a ni m als r ais e d o n t h e i n di c at e d di ets. Tri a n gl es s h o w 
i n di vi d u al v al u es c ol or- c o d e d f or di et as i n di c at e d ( N = 1 8 f or all s a m pl es). B ar = 
A v er a g e v al u e; * * * = p < 0. 0 0 1, n. s. = n ot si g nifi c a nt, (t- t est). 
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s u p pl e m e nt ati o n a n d c ell d e at h i n cr e as e d r at h er t h a n d e cr e as e d f oll o wi n g li pi d d e pl eti o n 
( Fi g ur e S 1 L). 
N ot c h si g n ali n g r e g ul at es t h e diff er e nti ati o n of I S Cs i nt o e nt er o c yt es or 
e nt er o e n d o cri n e c ells.  T o d et er mi n e w h et h er N ot c h p at h w a y a cti v ati o n is aff e ct e d b y 
di et ar y li pi ds, w e us e d a r e p ort er f or N ot c h si g n ali n g, G B E - S u( H)-G A L 4 , a n d f o u n d t h at 
a ni m als f e d a l o w c h ol est er ol di et h a d si g nifi c a ntl y m or e mi d g ut N ot c h si g n ali n g a cti vit y 
t h a n a ni m als f e d a c o ntr ol di et ( Fi g ur e 1 L, M). M or e o v er, a li pi d- d e pl et e d di et c a us e d 
N ot c h si g n ali n g a cti vit y i n e nt er o bl asts t o r e m ai n hi g h f or a n e xt e n d e d p eri o d as t h e y 
d e v el o p e d i nt o e nt er o c yt es as s e e n b y p o y pl oi di z ati o n ( Fi g ur e 1 M, O).  I n c o ntr ast, 
a ni m als f e d a 4 X c h ol est er ol-s u p pl e m e nt e d di et h a d si g nifi c a ntl y f e w er c ells wit h N ot c h 
r e p ort er a cti vit y ( Fi g ur e 1 N, O).  T his s u g g ests t h at i n cr e asi n g or r e d u ci n g di et ar y 
c h ol est er ol l e v els d e cr e as es or i n cr e as es t h e l e v el a n d ki n eti cs of N ot c h si g n ali n g d uri n g 
diff er e nti ati o n, a n d h e n c e i n cr e as es or r e d u c es e nt er o e n d o cri n e c ell pr o d u cti o n, 
r es p e cti v el y.   
 
H r 9 6 m e di at es c h ol est e r ol- d e p e n d e nt  c o nt r ol of e nt e r o e n d o c ri n e c ell  n u m b e r  
P h ysi ol o gi c al eff e cts  of di et ar y  c h ol est er ol o n e nt er o e n d o cri n e c ell  n u m b er w o ul d 
r e q uir e c h ol est er ol u pt a k e a n d c ell ul ar utili z ati o n, p at h w a ys r e g ulat e d  b y t h e n u cl e ar 
h or m o n e r e c e pt or Hr 9 6 ( H or n er et  al.,  2 0 0 9).  C o ns e q u e ntl y, w e  a n al y z e d Hr 9 6 1  n ull 
m ut a nt a ni m als, f e d a c o ntr ol di et.  Hr 9 6 1  mi d g ut s c o nt ai n e d si g nifi c a ntl y f e w er e e’ s  
c o m p ar e d t o h et er o z y g o us c o ntr ols i n t h e p ost eri or r e gi o n ( Fi g ur e 2 A-B),  a n d als o  
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Fi g u r e 2. H r 9 6, N P C 2 b a n d A C A T  m e di at e st e r ol a v ail a bilit y a n d e nt e r o e n d o c ri n e 
c ell  n u m b e r.  ( A-F)  P ost eri or mi d g uts fr o m a ni m als of t h e i n di c at e d g e n ot y p es f oll o wi n g 
c ult ur e o n t h e i n di c at e d di ets. ( A, D) Hr 9 6 1  / + ( as a c o ntr ol); ( B, E) Hr 9 6 1/ 1 ; ( C, F) Hr 9 6 2 X .  
A ni m al s w er e  f e d a c o ntr ol di et ( A-C)  or 4 X c h ol est er ol-s u p pl e m e nt e d di et ( D-F)  f or 1 0 
d a ys pri or t o a n al ysis. D A PI  ( bl u e); Pr os p er o (r e d); s c al e b ar = 4 0 µm.  ( G) % e e  c ells  
r el ati v e t o t ot al p ost eri or c ells.  D at a  p oi nts s h o w i n di vi d u al v al u es s h a p e- c o d e d f or 
g e n ot y p e a n d c ol or- c o d e d f or di et as  i n di c at e d ( N = 1 5 f or all  s a m pl es).  B ar  = A v er a g e 
v al u e; * * * = p < 0. 0 0 5 (t-t est), n. s. = n ot si g nifi c a nt.  ( H-I) % e e  c ells  r el ati v e t o t ot al 
mi d g ut p ost eri or c ells  f or a ni m als e x pr essi n g t h e i n di c at e d R N Ai  c o nstr u cts dri v e n i n 
e nt er o c yt es b y A ct -G A L 4  ( H) or i n I S Cs a n d e nt er o bl asts b y es g -G A L 4  (I) a n d r ais e d o n 
a c o ntr ol di et. Mi d g ut i m a g es f or t h es e e x p eri m e nts ar e  i n Fi g.  S 2 L-O:  R N Ai  c o ntr ol is i n 
Fi g. S 2 P.   ( J) T h e r el ati v e e x pr essi o n b as e d o n tri pli c at e R N As e q  i n a nt eri or ( y ell o w) or  
p ost eri or ( bl u e) mi d g uts of  t h e ni n e k n o w n e nt er o e n d o cri n e p e pti d e h or m o n e g e n es fr o m 
Hr 9 6 2 X  a ni m al s ( el e v at e d e e  n u m b er) c o m p ar e d t o c o ntr ols.  * = Si g nifi c a nt i n cr e as es 
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t h e eff e cts  of a li pi d- d e pl et e d di et o n y o u n g wil d  t y p e a d ults, si n c e e e  diff er e nti ati o n 
d uri n g e arl y  a d ult h o o d i n t his r e gi o n will  b e aff e ct e d  w h e n c h ol est er ol l e v els ar e  r e d u c e d 
eit h er vi a di et or Hr 9 6  m ut ati o n.  M ost e e  diff er e nti ati o n i n t h e a nt eri or a n d mi d dl e 
mi d g ut o c c ur s pri or t o a d ult e cl osi o n, w hi c h e x pl ai ns t h e i ns e nsiti vit y of t his r e gi o n t o 
a d ult di et ar y c h ol est er ol r estri cti o n ( Fi g. 1 K), b ut its s e nsiti vit y t o Hr 9 6  m ut ati o n, w hi c h 
w o ul d eff e cti v el y r e d u c e c h ol est er ol a n d i nfl u e n c e N ot c h si g n ali n g d uri n g e e  
diff er e nti ati o n b ot h b ef or e a n d aft er  a d ult h o o d.  
W e  i n v esti g at e d w h et h er t h e n or m al g e n e d os a g e of  Hr 9 6  is r at e-li miti n g f or 
st er ol utili z ati o n b y e x a mi ni n g mi d g uts fr o m  a ni m al s c arr yi n g t w o t a n d e m c o pi es of Hr 9 6  
o n e a c h  h o m ol o g (Hr 9 6 2 X ) ( Si e b er a n d T h u m m el, 2 0 0 9).  Hr 9 6 2 X  fli es c o nt ai n e d 
si g nifi c a ntl y m or e e nt er o e n d o cri n e c ells  i n t h e p ost eri or mi d g ut ( Fi g ur e 2 C) a n d als o  i n 
mi d dl e a n d a nt eri or r e gi o ns ( Fi g ur e S 2 C, G), as  e x p e ct e d if Hr 9 6 2 X  i n cr e as es e e  
diff er e nti ati o n b ot h b ef or e a n d aft er  e cl osi o n.  I nt er esti n gl y, a 4 X st er ol di et di d n ot 
f urt h er i n cr e as e e e  n u m b er i n Hr 9 6 2 x  a ni m al s b e y o n d t h e l e v els o bs er v e d o n a c o ntr ol di et 
( Fi g ur e 2 C, F-G).   O v er- e x pr essi n g Hr 9 6  i n e nt er o c yt es usi n g M y o 1 A- G A L 4  w as  
s uffi ci e nt t o i n cr e as e e e  n u m b er r el ati v e t o c o ntr ols ( Fi g ur e S 2I-K) . T his s u g g ests t h at 
i n cr e as e d di et ar y st er ols t a k e n u p a n d pr o c ess e d b y t h e o v er- e x pr essi n g e nt er o c ytes  m a y  
b e tr a nsf err e d t o I S Cs/ E Bs w h er e t h e y w o ul d d e pr ess N ot c h si g n ali n g a n d e n h a n c e e e  
c ell  diff er e nti ati o n.   
Dr os o p hil a  h as t w o N P 1  cl ass  C g e n es, a n d ei g ht N P 2  cl ass  C g e n es, a n d s e v er al 
of t h es e g e n es ar e  r e g ul at e d b y Hr 9 6  ( H or n er et  al.,  2 0 0 9).  T h es e  i n cl u d e N p c 1 b  w hi c h is 
r e q uir e d f or di et ar y c h ol est er ol a bs or pti o n ( V o g ht et  al.,  2 0 0 7), a n d at  l e ast t w o N p c 2  
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S u p pl e m e nt al Fi g u r e S 2. H r 9 6 aff e ct s t h e p r o d u cti o n of e e c ells t h r o u g h o ut t h e 
mi d g ut.  Hr 9 6 aff e cts t h e pr o d u cti o n of e e c ells i n t h e A nt eri or ( A- D) a n d mi d dl e ( E-H) 
mi d g uts fr o m a ni m als of t h e i n di c at e d g e n ot y p es: ( A, E) Hr 9 6 1/ +  ( c o ntr ol); ( B, F) Hr 9 6 1/ 1 ; 
( C, G) Hr 9 6 2 X . ( D, H) % e e c ells r el ati v e t o t ot al a nt eri or ( D) or mi d dl e c ells ( H) f or 
a ni m als of t h e i n di c at e d g e n ot y p es.  I n di vi d u al v al u es ar e s h a p e- c o d e d b y g e n ot y p e ( N = 
1 0 f or all s a m pl es).  B ar = A v er a g e v al u e; * * * = p < 0. 0 0 1 (t- t est).  (I- K) P ost eri or 
mi d g uts fr o m a ni m als r ais e d o n a c o ntr ol di et i n w hi c h m y o 1 A- G A L 4 al o n e ( c o ntr ol) (I) 
or m y o 1 A- G A L 4:: U A S- Hr 9 6 ( J) w er e e x pr ess e d i n e nt er o c yt es . ( K). % e e c ells f or 
a ni m als s h o w n i n I, J.  ( N = 1 0 f or all s a m pl es).  B ar = A v er a g e v al u e; * * * = p < 0. 0 0 1 (t-
t est).  ( L- O) P ost eri or mi d g uts of c o ntr ol di et r ais e d a ni m als e x pr essi n g eit h er N p c 2 b-
R N Ai ( L, N) or A C A T- R N Ai ( M) dri v e n b y eit h er a ct- G A L 4 ( L, M) or es g- G A L 4 ( N, O). 
( P) q P C R v erifi c ati o n t h at t h e R N Ai li n es ( c ol or c o d e d as i n Fi g. 2 H,I) r e d u c e mi d g ut 
R N A l e v els.  D A PI ( bl u e); Pr os p er o (r e d); S c al e b ar = 4 0 µ m.  Q ) T h e r el ati v e e x pr essi o n 
b as e d o n tri pli c at e R N As e q fr o m p ost eri or mi d g uts of Hr 9 6 1/ 1 c o m p ar e d t o c o ntr ols 
( Hr 9 6+/ 1 ) of a p a n el of g e n es k n o w n t o f u n cti o n g e n eti c all y i n N ot c h si g n ali n g.  * = 
Si g nifi c a nt f ol d c h a n g e.  
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( H u a n g et  al.,  2 0 0 5; 2 0 0 7). T o  e x a mi n e w h et h er Hr 9 6  a cts  o n e e  n u m b er b y c o ntr olli n g 
st er ol tr a ns p ort g e n es, w e  us e d t w o diff er e nt R N Ai  li n es t o s u p pr ess t h e Hr 9 6 t ar g et g e n e 
N p c 2 b  i n t h e a d ult fli es ( Fi g. S 2 R).  T h e p ost eri or mi d g uts of a ni m als e x pr essi n g eit h er 
R N Ai  c o nstr u ct c o nt ai n e d f e w er e e's c o m p ar e d t o c o ntr ols ( Fi g ur e 2 H; Fi g ur e S 2 L-M).   
T his w as  si mil ar  t o t h e b e h a vi or of a ni m als o n a li pi d- d e pl et e d di et, c o nsist e nt 
wit h  t h e pr e di ct e d i n a bilit y of  N p c 2 b  m ut a nt a ni m als t o t a k e u p a n d utili z e st er ols.  
I nt er esti n gl y, k n o c ki n g d o w n N p c 2 b  o nl y i n st e m  c ells  a n d u n diff er e nti at e d c ells  usi n g 
es g -G A L 4  i n t h e i nt esti n e still  r e d u c e d e e  n u m b er ( Fi g ur e 2I;  Fi g ur e S 2 O-P).   T h us, 
alt eri n g c h ol est er ol tr a ns p ort a n d a v ail a bilit y o nl y i n u n diff er e nti at e d c ells  is s uffi ci e nt t o 
i nfl u e n c e t h e diff er e nti ati o n of i nt esti n al st e m  c ell  d a u g ht er s.  
A n ot h er i m p ort a nt a n d c o ns er v e d g e n e r e q uir e d f or st er oi d m et a b olis m i n 
m a m m als  a n d Dr os o p hil a  is A C A T,  w hi c h m e di at es st er ol est erifi c ati o n, tr a ns p ort a n d 
st or a g e.   W e  us e d R N Ai  t o sil e n c e t h e e x pr essi o n of C G 8 1 1 2 , t h e Dr os o p hil a A C A T  
h o m ol o g ( Fi g. S 2 R; H or n er et  al.,  2 0 0 9), a n d f o u n d a s u bs e q u e nt i n cr e as e i n t h e 
p er c e nt a g e of e e's i n t h e mi d g ut, si mil ar t o t h e eff e cts  of hi g h di et ar y  c h ol est er ol ( Fi g ur e 
2 H- I, Fi g ur e S 2 N, Q).  T h is is c o nsist e nt wit h  t h e e x p e ct ati o n t h at A C A T  k n o c k- d o w n 
will  i n cr e as e fr e e i ntr a c ell ul ar st er ols.  T h es e e x p eri m e nts str o n gl y s u p p ort t h e vi e w t h at 
t h e Hr 9 6  a n d N p c 2 b - d e p e n d e nt u pt a k e of di et ar y st er ols i n t h e mi d g ut i nfl u e n c es t h e 
diff er e nti ati o n of e nt er o e n d o cri n e c ells  i n y o u n g a d ults. 
T o  a d dr ess t h e a ut o n o m y of Hr 9 6  f u n cti o n, w e  g e n er at e d Hr 9 6 1  h o m o z y g o us I S C 
cl o n es a n d st ai n e d t h e m f or a cl o n al m ar k er a n d D elt a  ( Fi g ur e 2 K-L).   Cl o n al m ut a nt 
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D elt a  p er sist e n c e i n p air s ( Fi g. 2 L), as  e x p e ct e d if Hr 9 6  f u n cti o n is r e q uir e d c ell  
a ut o n o m o usl y.    
 
Di et a r y li pi d s i n c r e as e t h e a b u n d a n c e of di v e rs e  p ost e ri o r e nt e r o e n d o c ri n e c ell  t y p es  
E nt er o e n d o cri n e c ells  c o m pris e m ulti pl e s u bt y p es e x pr essi n g diff er e nt p e pti d e 
h or m o n es t h at ar e  or g a ni z e d r e gi o n all y al o n g t h e a nt eri or- p ost eri or mi d g ut a xis, 
pr es u m a bl y i n r es p o ns e t o tr a ns cri pti o n f a ct or diff er e n c es ( M ari a n es et  al.,  2 0 1 3; 
V e e nstr a a n d I d a, 2 0 1 4).   All  t h es e e e  s u bt y p es ar e  g e n er at e d fr o m I S Cs a n d t h eir 
diff er e nti ati o n is i nfl u e n c e d b y N ot c h si g n ali n g i n a si mil ar  m a n n er.  If di et ar y li pi ds 
m o d ul at e e e  diff er e nti ati o n pri m aril y  t hr o u g h c h a n g es i n N ot c h si g n ali n g, t h e n t h e 
pr o d u cti o n of all  cl ass es  of e e  c ells  i n p ost eri or r e gi o ns s h o ul d b e aff e ct e d.  I n c o ntr ast, 
o nl y o n e or a f e w s u b cl ass e s of e e’ s  mi g ht b e aff e ct e d  if di et ar y  li pi ds o nl y sti m ul at e c ells  
t h at f u n cti o n i n c o n c ert wit h  li pi d- m et a b oli zi n g e nt er o c yt es.  T o  ass ess  t h e di v er sit y of e e  
s u bt y p es f oll o wi n g di et ar y or  g e n eti c tr e at m e nts, w e  p erf or m e d R N As e q  i n tri pli c at e o n 
a nt eri or a n d p ost eri or mi d g uts fr o m wil d  t y p e a ni m als f e d a c o ntr ol, li pi d- d e pl et e d, or 
c h ol est er ol-s u p pl e m e nt e d di et.   P ar all el  st u di es w er e  d o n e o n a nt eri or a n d p ost eri or 
mi d g uts fr o m Hr 9 6 1  a n d Hr 9 6 2 X  m ut a nt s.  
T h e r es ults of t h es e st u di es str o n gl y s u p p ort t h e vi e w t h at di et ar y li pi ds aff e ct  t h e 
di ff er e nti ati o n of all  s u b cl as es of e e  c ells  b y alt eri n g  N ot c h si g n ali n g.  Si n c e Hr 9 6 2 X  
a ni m al s c o nt ai n t h e l ar g est i n cr e as e i n e nt er o e n d o cri n e c ells,  a p pr o xi m at el y t hr e e-f ol d i n 
t h e p ost eri or, w e  e x a mi n e d t h e e x pr essi o n l e v els of k n o w n e nt er o e n d o cri n e h or m o n e 
g e n es i n Hr 9 6 2 X  mi d g ut s t o q u er y w hi c h e e  s u bt y p es w er e  li k el y t o h a v e i n cr e as e d.  Si x  
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( M ari a n es et  al.,  2 0 1 3; V e e nstr a a n d I d a, 2 0 1 4) w er e  si g nifi c a ntl y i n cr e as e d 3- 8 f ol d i n 
p ost eri or mi d g uts fr o m Hr 9 6 2 X  a ni m al s c o m p ar e d t o c o ntr ols ( Fi g. 2J).  T h e b H L H 
tr a ns cri pti o n f a ct or Di m m e d, w hi c h m e di at es p e pti d e s e cr eti o n vi a t h e l ar g e d e ns e c or e 
v esi cl e p at h w a y us e d b y e e  c ells  ( B e e hl er- E v a ns et  al.,  2 0 1 5), w as  als o  si g nifi c a ntl y 
i n cr e as e d ( 1. 2 7 +/ - 0. 1 8 vs 0. 7 6 +/ - 0. 2 6 p < 0. 0 5, t-t est) i n Hr 9 6 2 X  p ost eri or mi d g uts, 
c o nsist e nt wit h  t h e o v er all i n cr e as e d n u m b er of f u n cti o n al, n e ur o p e pti d e-s e cr eti n g e e  
c ells.   E x pr essi o n of R N As  e n c o di n g t w o e nt er o e n d o cri n e h or m o n es, Ast C  a n d 
Or c o ki ni n, als o  r os e i n t h e a nt eri or mi d g ut of  Hr 9 6 2 X  a ni m al s ( Fi g ur e 2J).  A n  
e nt er o e n d o cri n e c ell  s u bt y p e e x pr essi n g t h es e h or m o n es h as b e e n d es cri b e d i n b ot h t h e 
a nt eri or a n d mi d dl e mi d g ut ( V e e nstr a a n d I d a, 2 0 1 4).  
 
Di et a r y st e r ols m o d ul at e D elt a  l e v els a n d t r affi c ki n g 
  A li pi d- d e pl et e d di et o nl y pr o d u c e d m o d est i n cr e as es i n N ot c h p at h w a y g e n e 
e x pr essi o n ( Fi g. S 2 Q).   C o ns e q u e ntl y, t o b ett er u n d er st a n d t h e dr a m ati c c h a n g es i n N ot c h 
si g n ali n g i n d u c e d b y s u c h a di et ( Fi g. 1 L-O)  w e  i m m u n ost ai n e d t h e N ot c h li g a n d D elt a  t o 
vis u ali z e its e x pr essi o n a n d s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n i n t he p ost eri or mi d g uts of 1 0- d a y ol d 
a ni m als f e d v ari o us di ets.  D elt a  w as  f o u n d i n c yt o pl as mi c v esi cl es i n c o ntr ol a ni m als 
w it hi n s c att er e d  di pl oi d c ells  t h at c orr es p o n d t o I S Cs ( Fi g ur e S 3 A; O hlst ei n a n d 
S pr a dli n g, 2 0 0 6).   I S Cs fr o m a ni m als f e d a li pi d- d e pl et e d di et c o nsist e ntl y st ai n e d m or e 
str o n gl y f or D elt a  c o m p ar e d t o c o ntr ols ( Fi g ur e S 3 B, D).   M or e o v er, i n t h es e a ni m als 
D elt a  st ai ni n g c o ul d b e r e a dil y d et e ct e d wit hi n d a u g ht er e nt er o bl asts, g e n er ati n g p air s of 
D elt a -l a b el e d c ells  ( Fi g ur e S 3 B).  Si n c e p ost eri or mi d g ut si z e di d n ot i n cr e as e as  a r es ult 
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Fi g u r e 3. H r 9 6- m e di at e d st e r ol m et a b olis m r e g ul at es D elt a  p r ot ei n  l e v els a n d 
t r affi c ki n g. P ost eri or mi d g uts ar e  s h o w n fr o m ( A, E) Hr 9 6 1/ +  ( B, F) Hr 9 6 1/ 1  a n d ( C, G) 
Hr 9 6 2 X  a ni m al s f e d a c o ntr ol di et ( A-C)  or a li pi d d e pl et e d di et ( E-G)  f or 1 0 d a ys pri or t o 
a n al ysis. D A PI  ( bl u e) a n d D elt a  ( w hit e). arr o ws: I S Cs ( A, C); I S C- e nt er o bl ast p air s ( B). 
( D, H)  C orr e ct e d fl u or es c e n c e i nt e nsit y p er D elt a +  c ell  i s pl ott e d i n ar bitr ar y u nits fr o m 
a ni m als of t h e i n di ct e d  g e n ot y p es a n d is c o m p ar a bl e b et w e e n all  6 e x p eri m e nts. 
I n di vi d u al v al u es ar e  s h a p e- c o d e d f or g e n ot y p e as  i n di c at e d. N = 1 5 ( D); N = 2 0 ( H).  
B ar  = A v er a g e v al u e; * * * = p < 0. 0 0 5; (t-t est). S c al e  b ar = 2 0 µ m f or all  i m a g es. (I-J)  Fli es  
w er e  r ais e d o n f o o d c o nt ai ni n g 3 0µ M v e hi cl e (I) or  N M S - 8 7 3 ( J) a n d aft er  f o ur d a ys 
p ost eri or mi d g uts w er e  a n al y z e d f or D elt a  e x pr essi o n.  ( K) I nt e gr at e d D elt a  fl u or es c e n c e 
( ar bitr ar y u nits) of  c ells  fr o m I, J s h o wi n g 4-f ol d i n cr e as e i n D elt a  st ai ni n g b y t h e p 9 7 
i n hi bit or.  ( L) S ur vi v al pl ot of c o ntr ol fli es or Hr 9 6 1  m ut a nt fli es tr e at e d wit h  t h e 
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S u p pl e m e nt al Fi g u r e S 3. H r 9 6 c ell a ut o n o m o u sl y r e g ul at es t h e li pi d- d e p e n d e nt 
a c c u m ul ati o n of D elt a p r ot ei n.   ( A- C) P ost eri or mi d g uts st ai n e d f or D elt a ( w hit e) fr o m 
wil d t y p e a ni m als r ais e d o n t h e i n di c at e d di ets: ( A) c o ntr ol; ( B) li pi d- d e pl et e d; ( C) 4 X 
c h ol est er ol; D A PI ( bl u e); A’- C’ ( D elt a c h a n n el al o n e). S c al e b ar = 5 µ m. D) D elt a 
fl u or es c e n c e p er c ell fr o m t h e a ni m als i n A- C.  Cir cl es s h o w i n di vi d u al v al u es c ol or-
c o d e d f or di et as i n di c at e d ( N = 2 0 f or all s a m pl es).  B ar = A v er a g e v al u e; * * = p < 0. 0 1, 
* * * = p < 0. 0 0 1 (t- t est). ( E- H) P ost eri or mi d g uts st ai n e d f or D elt a ( w hit e) fr o m a ni m als 
wit h R N Ai-i n d u c e d k n o c k d o w n of N p c 2 b or A C A T i n e nt er o c yt es a n d r ais e d o n c o ntr ol 
di ets: ( E) a ct- G A L 4 c o ntr ol; ( F) N P C 2 b- R N Ai 1; ( G) N P C 2 b- R N Ai 2; ( H) A C A T- R N Ai; 
D A PI ( bl u e); E’- H’ ( D elt a c h a n n el al o n e). S c al e b ar = 1 0 µ m. arr o ws:  A, C , E, H (I S Cs); 
B, F, G (I S Cs a n d d o w nstr e a m c ells).  I) D elt a fl u or es c e n c e p er c ell fr o m t h e a ni m als i n 
E- H.  Cir cl es s h o w i n di vi d u al v al u es c ol or- c o d e d f or di et as i n di c at e d ( N = 2 0 f or all 
s a m pl es).  B ar = A v er a g e v al u e; * * = p < 0. 0 1, * * * = p < 0. 0 0 1 (t-t est). C o ntr ol ( J) a n d 
Hr 9 6 1/ 1  h o m o z y g o us ( K) M A R C M cl o n e ( st ai n e d f or D elt a ( J', K') a n d cl o n al m ar k er 
( gr e e n).  arr o w h e a d ( J, J') s h o ws a n d I S C- E B p air wit h littl e D elt a i n E B; arr o w h e a d i n 
( K, K') s h o ws a 2- c ell cl o n e wit h i n cr e as e d a n d p ersist e nt D elt a st ai ni n g. Arr o w i n ( K, K’) 
s h o ws si n gl e, wil d t y p e I S C wit h n or m al D elt a st ai ni n g. S c al e b ar = 2 0 µ m. L) 
Q u a ntit ati o n of t h e i n cr e as e d fr e q u e n c y of c ell p airs i n Hr 9 6 m ut a nt cl o n es. M) D elt a 
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e nt er o bl asts u n d er li pi d- d e pri v e d c o n diti o ns r at h er t h a n st e m  c ell  a m plifi c ati o n di visi o ns 
( O’ Bri e n et  al.,  2 0 1 1).  C o n v er s el y, f e e di n g y o u n g a ni m als a hi g h st er ol di et r e d u c e d t h e 
l e v el of D elt a  st ai ni n g wit hi n I S Cs ( Fi g ur e S 3 C-D).    
W e  e x a mi n e d D e lt a l e v els i n a ni m als m ut a nt f or c h ol est er ol u pt a k e g e n es t o  
v erif y t h at t h es e c h a n g es i n D elt a  c o nt e nt d e p e n d e d o n p h ysi ol o gi c al li pi d u pt a k e.  Hr 9 6 1 
m ut a nt s o n a n or m al di et s h o w e d el e v at e d l e v els of  D elt a  i n I S Cs c o m p ar e d t o c o ntr ols  
 ( Fi g ur e 3 A-B).  W h e n t h es e a ni m als w er e  gr o w n o n  li pi d- d e pl et e d m e di a, t h e l e v els of 
D elt a  w er e  f urt h er i n cr e as e d a n d a b u n d a nt D elt a -ri c h c yt o pl as mi c v esi cl es w er e  n o w 
r e a dil y a p p ar e nt ( Fi g ur e 3 E -F).   I n c o ntr ast, D elt a  l e v els w er e  s c ar c el y  d et e ct a bl e a n d 
f o ci w er e  r ar e i n Hr 9 6 2 x  a ni m al s, e v e n w h e n f e d a li pi d- d e pl et e d di et ( Fi g ur e 3 C, G).  
N P C 2 b  m ut a nt a ni m als, w hi c h li k e Hr 9 6 1 m ut a nt s ar e  d ef e cti v e i n c h ol est er ol 
i n c or p or ati o n a n d mi mi c  wil d  t y p e a ni m als o n a li pi d- d e pl et e d di et, s h o w e d hi g h er l e v els 
of c yt o pl as mi c D elt a  st ai ni n g c o m p ar e d t o c o ntr ol ( Fi g ur e S 3 E-G).   Li k e Hr 9 6 1 , i n N p c 2 b  
R N Ai  a ni m als, D elt a  pr ot ei n e x pr essi o n p er sist e d i n e nt er o bl asts a n d y o u n g e nt er o c yt es 
( Fi g ur e S 3 F-G),  li k e c o ntr ol a ni m als o n a li pi d- d e pl et e d di et ( Fi g ur e 3 E).   
T a k e n t o g et h er, t h es e o bs er v ati o ns s h o w t h at w h e n li pi ds i n cl u di n g c h ol est er ol 
ar e  l o w d u e t o di et or  a g e n eti c d ef e ct, I S Cs c o nti n u e t o pr olif er at e b ut t ur n o v er D elt a  
m or e sl o wl y t h a n n or m al.   T his c h a n g e i n D elt a  p er sist e n c e m at c h es t h e i n cr e as e d N ot c h 
si g n ali n g a cti vit y pr e vi o us l y o bs er v e d o n li pi d- d e pl et e d di ets ( Fi g ur e 1 M) a n d is li k el y t o 
f a v or E C  o v er e e  pr o d u cti o n fr o m I S Cs.  C o n v er s el y, Hr 9 6 2 x  a ni m al s o n a c o ntr ol di et 
( Fi g ur e 3 C) or A C A T  R N Ai  a ni m als o n a c o ntr ol di et ( Fi g ur e S 3 H) s h o w e d r e d u c e d D elt a  
e x pr essi o n.   T his is si mil ar  t o wil d  t y p e a ni m als f e d a hi g h st er ol di et ( Fi g ur e S 3 C) a n d is 
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e e  o v er E C  pr o d u cti o n.  T h es e d at a str o n gl y s u g g est t h at g ut li pi d u pt a k e a n d utili z ati o n 
i nfl u e n c es e n d o m e m br a n e li pi d c o m p ositi o n, a n d t h at t h es e c h a n g es i nfl u e n c e D elt a  
a b u n d a n c e t hr o u g h t h eir eff e cts  o n D elt a  s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n, tr affi c ki n g a n d 
t ur n o v er. 
Gi v e n t h at li pi d-sti m ul at e d- E R A D  r e q uir es t h e a cti vit y of p 9 7 t o f a cilit at e t h e 
t ur n o v er of t ar g et pr ot ei ns w e  h y p ot h esi z e d t h at p 9 7 i n hi biti o n w o ul d mi mi c  el e v ati o n of 
D elt a  l e v els s e e n  i n t h e i nt esti n e of Hr 9 6  m ut a nts a n d i n a ni m als f e d a li pi d- d e pl et e d di et. 
C o nsist e nt wit h  t his pr e di cti o n, tr e ati n g fli es wit h  t h e all ost eri c p 9 7-i n hi bit or, N M S - 8 7 3, 
sti m ul at e d D elt a  pr ot ei n a c c u m ul ati o n, i n di c ati n g t h at p 9 7- m e di at e d pr ot ei n t ur n o v er 
r e g ul at es D elt a  pr ot ei n l e v els ( Fi g ur e 3I -K).  M or e o v er, t h es e d at a ar e  c o nsist e nt wit h  t h e 
m o d el t h at alt eri n g li pi d l e v els i n t h e i nt esti n e i n d u c es a n  E R A D -li k e d e gr a d ati o n of 
D elt a  pr ot ei n si mil ar t o w h at h as b e e n o bs er v e d wit h  pr ot ei ns li k e H M G - C o A r e d u ct as e 
( D e B os e- B o y d, 2 0 0 8). C o nsist e nt wit h  t h e f u n d a m e nt al n at ur e of t his r el ati o ns hi p 
b et w e e n st er ol m et a b olis m a n d p 9 7- m e di at e d pr ot ei n t ur n o v er w e  o bs er v e d t h at, w hil e 
c o ntr ol a ni m als s h o w e d n o d ef e cts i n s ur vi v al u p o n p 9 7 i n hi biti o n, Hr 9 6 m ut a nts s h o w e d 
a pr o n o u n c e d s e nsiti vit y t o d e cr e as es p 9 7 a cti vit y ( Fi g ur e 3 L). T his s y nt h eti c i nt er a cti o n 
b et w e e n Hr 9 6  a n d p 9 7 s u p p orts t h e i d e a t h at st er ol h o m e ost asis a n d p 9 7 c o n v er g e t o 
r e g ul at e D elt a,  a n d p ot e nti all y m a n y ot h er pr ot ei ns, i n t h e i nt esti n e.  
 
N ot c h is als o m o d ul at e d b y  li pi d u pt a k e  a n d utili z ati o n 
 W e  i n v esti g at e d w h et h er t h e a b u n d a n c e a n d tr affi c ki n g of N ot c h is als o  aff e ct e d  
b y di et ar y li pi d utili z ati o n. Pr o p er r e c y cli n g of t h e N ot c h e xtr a c ell ul ar d o m ai n ( N E C D) is 




Fi g u r e 4. Di et  a n d H r 9 6 r e g ul at e N ot c h e xt r a c ell ul a r d o m ai n ( N E C D) p r ot ei n l e v els 
a n d t r affi c ki n g.   ( A-C)  D A PI  ( bl u e) a n d N E C D   ( w hit e) is s h o w n i n p ost eri or mi d g uts of 
wil d t y p e a ni m als r ais e d o n a c o ntr ol ( A, A'), li pi d- d e pl et e d ( B, B') or 4 X c h ol est er ol 
( C, C') di et, or fr o m Hr 9 6 1/ +  ( F) Hr 9 6 1/ 1  ( G) or  Hr 9 6 2 X  ( H) a ni m al s r ais e d o n a c o ntr ol 
di et.   ( D,I) C orr e ct e d fl u or es c e n c e i nt e nsit y p er N E C D +  c ell  i s pl ott e d i n ar bitr ar y u nits 
fr o m a ni m als of  t h e i n di ct e d di ets or  g e n ot y p es a n d  is c o m p ar a bl e b et w e e n all 6 
e x p eri m e nts. I n di vi d u al v al u es ar e  s h a p e- c o d e d f or g e n ot y p e as  i n di c at e d. N = 1 5 ( D); N 
= 2 0 (I). B ar  = A v er a g e v al u e; * * * = p < 0. 0 0 5; (t-t est). ( E, J) T h e % N E C D - p ositi v e c ells  
p er fi el d i n t h e e x p eri m e nts pl ott e d i n ( D, H) is s h o w n a c c or di n g t o pl oi d y, as  c ol or e d 
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t ur n o v er ( C o u m aill e a u et  al.,  2 0 0 9).  If li pi d d e pl eti o n i m p air s D elt a  e n d os o mal  r e c y cli n g 
or d e gr a d ati o n, w e  r e as o n e d t h at t h e N E C D  m a y  als o  dis pl a y a b err a nt t ur n o v er a n d 
tr affi c ki n g. Usi n g a nti b o di es a g ai nst t h e N E C D  w e  e x a mi n e d t h e i nt esti n es of fli es f e d a 
li pi d- d e pl et e d di et a n d t h e i nt esti n es of Hr 9 6  m ut a nts, a n d f o u n d t h at N E C D  st ai ni n g w as  
pr es e nt i n p ut ati v e I S C-E B  c ell  p air s ( Fi g ur e 4 B, E).  I n c o ntr ast, N E C D  w as  o nl y 
d et e ct a bl e i n si n gl e c ells  i n c o ntr ol a ni m als ( Fi g ur e 4 A, E).  F urt h er m or e, N E C D - p ositi v e 
c ells  h a d l ess a nti b o d y st ai ni n g i n hi g h st er ol or  Hr 9 6 o v er e x pr essi o n  a ni m al s ( Fi g ur e 
4 C, H). T a k e n t o g et h er, t h es e d at a f urt h er s u p p ort t h e fi n di n g t h at c ell ul ar st er ol l e v els 
str o n gl y i nfl u e n c e t h e tr affi c ki n g a n d t ur n o v er of N ot c h p at h w a y pr ot ei ns, i n cl u di n g 
D elt a  a n d N ot c h N E C D.   As  wit h  D elt a  pr ot ei n, t h es e r es ults wit h  N E C D  w er e  p ar all el e d 
b y alt eri n g c h ol est er ol m et a b olis m wit h  Hr 9 6  m ut ati o n ( Fi g ur e 4 F-G,I -J)  or d u pli c ati o n 
( Fi g ur e 4 H-J). 
 T o  r e g ul at e pr o d u cti v e N ot c h si g n ali n g, c ells  i nt er n ali z e D elt a  a n d N ot c h pr ot ei ns 
fr o m t h e pl as m a m e m br a n e i nt o e arl y  e n d os o m es a n d t h e n eit h er s e n d t h e m b a c k t o t h e 
pl as m a m e m br a n e f or a n ot h er c h a n c e at  a cti v ati o n, or r et ai n t h e m f or pr o gr essi o n i nt o 
m ulti v esi c ul ar b o di es/l at e e n d os o m es a n d t h e n l ys os o m es w h er e t h e y ar e  d e gr a d e d 
( F orti ni a n d Bil d er, 2 0 0 9). T o  i n v esti g at e w h et h er i n cr e as e d l e v els of D elt a  pr ot ei n i n 
li pi d- d e pl et e d i nt esti n es w er e  u n d er g oi n g n or m al tr affi c ki n g, w e  l o o k e d f or 
c ol o c ali z ati o n of D elt a  a n d t h e l at e e n d os o m al m ar k er, R a b 7 ( G hi g o et  al.,  2 0 0 5). W e  
p erf or m e d i m a g e a n al ysis o n p arti cl es of G F P  t a g g e d D elt a  a n d R a b 7 + p arti cl es, a n d 
o bs er v e d a n  i n cr e as e d fr a cti o n of  r a b- 7 e n d os o m es c o -st ai ni n g f or D elt a  ( Fi g ur e S 4) i n 




S u p pl e m e nt al Fi g u r e S 4. C o -l o c ali z ati o n of D elt a a n d R a b 7 i n mi d g ut e nt e r o c yt es 
f r o m a ni m als c ult u r e d o n diff e r e nt di et s. Mi d g uts st ai n e d wit h D elt a- G F P a n d R a b 7 
fr o m a ni m als ( A) o n a c o ntr ol di et ( C D) a n d B) o n a li pi d- d e pl et e d di et ( L D).  C) % of 
c ell ul ar v esi cl es wit h D elt a a n d R a b 7 c o-l o c ali z e d i n I S Cs fr o m a ni m als o n a c o ntr ol di et 
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d e v el o pi n g e nt er o c yt es a p p e ar e d t o b e m or e  a b u n d a nt a n d c o m pli c at e d t h a n i n pr e vi o us 
st u di es of N ot c h a n d D elt a  tr affi c ki n g i n n e ur o bl asts or p eri p h er al n er v o us s yst e m 
pr e c ur s or s, s o n o r eli a bl e i nsi g hts i nt o t h e m e c h a nis m of a cti o n of  c h ol est er ol c o ul d b e 
d e d u c e d fr o m t h es e pr eli mi n ar y st u di es.  
 
St e r ol r e g ul ati o n of D elt a  is als o o b s e r v e d i n t h e o v a r y a n d i n h u m a n c ells  
T o  i n v esti g at e w h et h er t h e r el ati o ns hi p b et w e e n c ell ul ar st er ol l e v els a n d N ot c h 
si g n ali n g d es cri b e d a b o v e f or t h e Dr os o p hil a mi d g ut als o  a p pli es t o ot h er tiss u es, w e  
e x a mi n e d t h e Dr os o p hil a o v ar y.   O o g e n esis is hi g hl y d e p e n d e nt o n effi ci e nt n utri e nt 
pr o c essi n g, si n c e pr ot ei ns, li pi ds, a n d c ar b o h y dr at es, all  i niti all y pr o c ess e d b y t h e mi d g ut, 
ar e a c c u m ul at e d i n a ti g htl y r e g ul at e d, st e p wis e m a n n er t o s u p p ort t h e gr o wi n g o o c yt e 
( Si e b er a n d S pr a dli n g, 2 0 1 5). Li k e mi d g ut e nt er o c yt es a n d e nt er o e n d o cri n e c ells,  t h e 
f olli cl e c ells  of t h e o v ar y als o  r el y o n N ot c h si g n ali n g t o i n d u c e f olli cl e c ell  
diff er e nti ati o n at  t h e mit oti c- e n d o c y cl e ( M E) tr a nsiti o n, a n d t o c o or di n at e s o m ati c a n d 
g er mli n e d e v el o p m e nt ( S u n a n d D e n g, 2 0 0 5).   Di et  str o n gl y i nfl u e n c es t h e r at e of  f olli cl e 
d e v el o p m e nt a n d p ass a g e t hr o u g h c h e c k p oi nts ( Dr u m m o n d- B ar b o s a a n d S pr a dli n g, 
2 0 0 1), s o w e  us e d g e n eti c m a ni p ul ati o n of  st er ol m et a b olis m t o l o o k f or c o n n e cti o ns t o 
N ot c h si g n ali n g.    
D elt a  w as  pr es e nt o n m e m br a n es at  o nl y l o w l e v els i n wil d  t y p e mi d -st a g e f olli cl es 
( Fi g ur e 5 A), c o nsist e nt wit h  pr e vi o us r e p orts ( B e n d er et  al.,  1 9 9 3). H o w e v er, 
si g nifi c a ntl y m or e D elt a  w as  pr es e nt o n m e m br a n es fr o m si mil arl y  st a g e d Hr 9 6 1  m ut a nt 
f olli cl es ( Fi g ur e 5 B). F urt h er m or e, l ar g e c yt o pl as mi c D elt a  f o ci w er e  o bs er v e d i n Hr 9 6 1  
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Fi g u r e 5. D elt a  a n d N E C D  l e v els a n d t r affi c ki n g a r e s p e cifi c all y m o d ul at e d b y  li pi d s 
i n t h e o v a r y a n d i n m a m m ali a n c ells.  N ot c h ( A-D),  N E C D  ( F-G),  or L pr 2 (I-J)  
i m m u ofl u or es c e n c e is s h o w n i n Dr os o p hil a  o v ari a n f olli cl es fr o m Hr 9 6 1/ +  ( A, C, F,I) or  
Hr 9 6 1/ 1  ( B, D, G, J).  C a n d D s h o w D elt a  e x pr essi o n i n a l ar g e p ol y pl oi d n ur s e c ell.   D A PI  
( bl u e), D elt a  (r e d). S c al e  b ar = 5 0 µm.  ( E) C orr e ct e d D elt a  fl u or es c e n c e i nt e nsit y is 
pl ott e d i n ar bitr ar y  u nits ( R. F. U) fr o m C o ntr ol (Hr 9 6 1/ + ) Hr 9 6 1/ 1  or N P C 2 b- R N Ai  ( Fi g. 
S 5 B) f olli cl es.   * * = p < 0. 0 1; (t-t est).  ( H) C orr e ct e d N E C D  fl u or es c e n c e i nt e nsit y is 
pl ott e d i n ar bitr ar y  u nits ( R. F. U) fr o m C o ntr ol (Hr 9 6 1/ + ) Hr 9 6 1/ 1  or N P C 2 b- R N Ai  ( Fi g. 
S 5 D) f olli cl es.   * * = p < 0. 0 1; (t-t est). ( K-L)  s h o w H C T 1 1 6 c ells  tr e at e d wit h  v e hi cl e ( K), 
or Si m v ast ati n ( L) a n d st ai n e d wit h  t h e fl u or es c e nt c h ol est er ol- bi n di n g a g e nt fili pi n, 
S c al e  b ar = 2 5 µm.   ( M, N) s ho w H C T 1 1 6 c ells  tr e at e d wit h  v e hi cl e ( M), or  Si m v ast ati n 
( N) a n d st ai n e d f or N ot c h 1-E C D.  S c al e  b ar = 1 0 µm.   O.  I nt e gr at e d fl u or es c e n c e p er c ell  
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S u p pl e m e nt al  Fi g u r e S 5 . St e r ols r e g ul at e N ot c h si g n ali n g i n c ells  wit h  hi g h  
m et a b oli c d e m a n d s.  ( A, B) O v ari ol e c o nt ai ni n g s e v er al o v ari a n f olli cl es st ai n e d f or D elt a  
fr o m c o ntr ol ( A) or  N p c 2 b-R N Ai  ( B).  ( s e e q u a ntit ati o n i n Fi g.  5 E.)   ( C, D). O v ari ol e 
c o nt ai ni n g s e v er al o v ari a n f olli cl es st ai n e d f or N E C D  fr o m c o ntr ol ( C) or N p c 2 b-R N Ai  
( D). G e n er al a n d m e m br a n e st ai ni n g is str o n gl y i n cr e as e d. ( E-H)  F olli cl e c ells  st ai n e d 
wit h  D A PI  fr o m a n  Hr 9 6 1/ +  ( c o ntr ol) ( E, G) or  Hr 9 6 1/ 1  ( F, H) st a g e 1 0 ( E, F) or st a g e 1 4 
( G, H) f olli cl e. Y ell o w arr o ws i n ( H) i n di c at e e x c ess n u cl ei t h at h a v e d e g e n er at e d.  (I) 
T h e a v er a g e n u m b er of f olli cl e c ells  p er visi bl e si d e is gr e at er i n Hr 9 6 1/ 1  c o m p ar e d t o 
c o ntr ol.   * * p < 0. 0 1 t- t est. ( J) % of o v ari ol es wit h  P H 3  st ai ni n g is i n cr e as e d i n Hr 9 61/ 1  
m ut a nt s. * * p < 0. 0 1 t- t est.  ( K, L)  ( M, N).  O v ari ol e c o nt ai ni n g s e v er al o v ari a n  f olli cl es 
st ai n e d f or Hi n dsi g ht (r e d) fr o m Hr 9 6 1/ +  ( c o ntr ol) ( K) or Hr 9 6 1/ 1  ( L). D A PI  ( bl u e). S c al e  
b ar = 5 0 m.   Si mil ar  l e v els of S e c 6 1 e x pr essi o n i n H C T 1 1 6 c ells  tr e at e d wit h  v e hi cl e 
( M) or Si m v ast ati n ( N). S c al e  b ar = 2 0 µm.   W est er n  bl ot ass a yi n g D elt a -li k e li g a n d 4 
( D L L 4) l e v els vs t u b uli n i n H C T 1 1 6 c ells  tr e at e d wit h  v e hi cl e ( V e h.) or  Si m v ast ati n.  
L a n es ar e  fr o m i n d e p e n d e nt ass a ys. ( P) Q u a ntit ati o n of O s h o wi n g a  si g nifi c a nt i n cr e as e 
i n D L L 4  e x pr essi o n r el ati v e t o t u b uli n.  ( b ar s = a v er a g e +/ - S D)  * = P < 0. 0 5 (t-t est).  Q.  
D L L 4  st ai ni n g r el ati v e t o t u b uli n i n H E K 2 9 3 c ells  tr eat e d  wit h  v e hi cl e al o n e or L X R  
a g o nist. L a n es ar e  fr o m i n d e p e n d e nt ass a ys. R)  Q u a ntit ati o n of Q s h o wi n g t h at a v er a g e 
D L L 4  l e v els r el ati v e t o t u b uli n d e cr e as e d si g nifi c a ntl y ( b ar s = a v er a g e +/ - S D).  * * = 
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i n mi d g ut I S Cs a n d d e v el o pi n g e nt er o c yt es. Si mil arl y, w e  f o u n d Hr 9 6 1  o v ari es di s pl a y e d 
i n cr e as e d l e v els of N E C D  ( Fi g ur e 5 F) r el ati v e t o c o ntr ols ( Fi g ur e 5 E). L ar g e N E C D  
a g gr e g at es w er e  pr es e nt i n st a g e 9- 1 0 f olli cl es of Hr 9 6 1  m ut a nt s ( Fi g ur e 5 F), b ut n ot 
c o ntr ols ( Fi g ur e 5 E).   C orr es p o n di n g i n cr e as es i n m e m br a n e D elt a  a n d N E C D  w er e  
o bs er v e d i n o v ari es fr o m N P C 2 b- R N Ai  a ni m als as  w ell  ( Fi g ur e S 5 A-D).  T o  d et er mi n e 
w h et h er t h es e eff e cts  o n pr ot ei n l e v els a n d a g gr e g ati o n w er e  s p e cifi c t o c o m p o n e nts of 
t h e N ot c h p at h w a y, or  aff e ct e d  ot h er tr ans m e m br a n e pr ot ei ns, w e  st ai n e d c o ntr ol a n d 
Hr 9 6 1  m ut a nt f olli cl es wit h  a n  a nti b o d y a g ai nst t h e L D L R  h o m ol o g L p R 2 a n d f o u n d n o 
si g nifi c a nt c h a n g e i n L p R 2 l e v els or l o c ali z ati o n ( Fi g ur e 5I-J).  T h es e o bs er v ati o ns ar g u e 
t h at st er ol l e v els h a v e si mil ar eff e ct s o n N ot c h si g n ali n g c o m p o n e nts i n o v ari a n c ells  as  
i n t h e mi d g ut.   
N ot c h si g n ali n g r e g ul at es t h e M E  tr a nsiti o n i n f olli cl e c ells  d uri n g st a g e 5- 6 of 
o o g e n esis ( S u n a n d D e n g, 2 0 0 7).   L at e  st a g e f olli cl es i n Hr 9 6 1  m ut a nt s h a d si g nifi c a ntl y 
m or e f olli cl e c ells  t h a n si mil arl y st a g e d c o ntr ols ( Fi g ur e S 5 E-F,I),  i n di c ati n g t h at t h e 
N ot c h-i n d u c e d M E  tr a nsiti o n h a d b e e n d el a y e d.  M or e o v er, Hr 9 6 1 - m ut a nt st a g e 1 4 
f olli cl es ( Fi g. S 5 H) c o nt ai n e d f olli cl e c ell  n u cl ei t h at h a d b e e n e xtr u d e d fr o m t h e 
folli c ul ar l a y er ( arr o ws), f urt h er s u g g esti n g t h at a d el a y e d or i n c o m pl et e s wit c h  t o t h e 
e n d o c y cl e r es ult e d i n e x c ess f olli cl e c ells  ( Fi g ur e S 5 G-H).  N or m all y, t h e N ot c h-r e g ul at e d 
g e n e hi n dsi g ht  (h nt)  is e x pr ess e d i n f olli cl e c ells  aft er  t h e M E  tr a nsiti o n ( Fi g ur e S 5 K).  I n 
c o ntr ast, Hr 9 6  m ut a nts e x pr ess e d H nt sli g htl y e arli er  t h a n n or m al, b ut H nt l e v els 
r e m ai n e d l o w er t h a n i n c o ntr ol f olli cl es ( Fi g ur e S 5 L)  s u g g esti n g t h at alt er e d  N ot c h 
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d ef e ct i n N ot c h si g n ali n g m a y  st e m  fr o m t h e f a ct ot h er st er ol d e p e n d e nt p at h w a ys s u c h as  
e c d ys o n e si g n ali n g als o  f u n cti o n t o r e g ul at e t h e M/ E  tr a nsiti o n.  
Si n c e al l t h e c o m p o n e nts li n ki n g i ntr a c ell ul ar st er ol  l e v els t o N ot c h si g n ali n g ar e  
hi g hl y c o ns er v e d b et w e e n Dr os o p hil a  a n d m a m m als,  w e  i n v esti g at e d w h et h er h u m a n 
c ells  s h o w si mil ar  r es p o ns es.  W e  i d e ntifi e d a h u m a n c ol o n c a n c er c ell  li n e, H C T 1 1 6, 
t h at r es p o n ds t o t h e st ati n Si m v ast ati n b y l osi n g m e m br a n e c h ol est er ol a n d a c c u m ul ati n g 
it i n i nt er n al v esi cl es ( Fi g. 5 K-L),  wit h o ut alt eri n g t h e a m o u nt of E R  ( Fi g. S 5 M-N).   
Si m v ast ati n tr e at e d H C T - 1 1 6 c ells  a c c u m ul at e d N ot c h 1-E C D  i nt er n all y ( Fi g. 5 M-O).   
L e v els of t h e D e lt a-li k e N ot c h li g a n d 4 ( D L L 4) als o  i n cr e as e d f oll o wi n g Si m v ast ati n 
tr e at m e nt ( Fi g. S 5 P-Q).    
W e  i d e ntifi e d a n ot h er h u m a n c ell  li n e, H E K 2 9 3, t h at e x pr ess es t h e c h ol est er ol 
r e g ul at or L X R,  as  w ell  as  D L L 4  a n d as k e d w h et h er pr o m oti n g i ntr a c ell ul ar r e v er s e 
c h ol est er ol tr a ns p ort wit h  t h e L X R  a g o nist G W 3 9 6 5 w o ul d aff e ct  D L L 4  pr ot ei n l e v els. 
D L L 4  pr ot ei n l e v els w er e  c o nsist e nt i n c ells  tr e at e d wit h  v e hi cl e al o n e, b ut aft er  
tr e at m e nt wit h  t h e L X R  a g o nist, D L L 4  pr ot ei n d e cr e as e d si g nifi c a ntl y i n 5 i n d e p e n d e nt 
e x p eri m e nts ( Fi g ur e S 5 Q- R).  T h e r es ults wit h  b ot h c ell  li n es s u g g est t h at i ntr a c ell ul ar 
st er ol l e v els a ct  i n a c o ns er v e d m a n n er o n N ot c h li g a n d st a bilit y a n d D e lt a- N ot c h 
si g n ali n g i n at  l e ast s o m e m a m m ali a n  c ells.    
 
E a rl y li pi d d e pl eti o n r e d u c es  p ost e ri o r e e  n u m b e rs  a n d est a blis h es a s c a r cit y 
m et a b oli c st at e 
O ur o bs er v ati o n t h at di et ar y li pi ds a n d c h ol est er ol i n p arti c ul ar e n h a n c e N ot c h 
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Fi g u r e 6. A li pi d-d e pl et e d  di et  g e n e r at es a p e rsist e nt  s c a r cit y m et a b oli c st at e. ( A) A 
l o w er p er c e nt a g e of e e's is pr es e nt i n t h e p ost eri or mi d g ut of fli es r ais e d o n a li pi d-
d e pl et e d di et f or 7 d a n d t h e n s hift e d t o c o ntr ol di et f or 1 or  2 a d diti o n al w e e ks ( L D-C D:  
p ur pl e), t h a n i n fli es r ais e d c o nti n u o usl y o n a c o ntr ol di et ( C D-C D,  bl a c k).  Fli es  r ais e d 
a n d m ai nt ai n e d o n a n  L D  di et ( L D-L D,  r e d) als o  diff er e d. ( N = 1 0);  ( B) T ot al b o d y 
c h ol est er ol p er fl y (r el ati v e t o C D -C D  v al u es as  1. 0) is gr e at er i n L D -C D  tr e at e d a ni m als.  
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a ni m al p h ysi ol o g y.   F or e x a m pl e, d o c h a n g es i n e e  n u m b er m e di at e d b y di et ar y li pi ds 
d uri n g e arl y  a d ult lif e p er sist a n d i nfl u e n c e t h e a ni m al’ s r es p o ns e t o a diff er e nt di et ar y 
r e gi m e ?  T o  d et er mi n e w h et h er n utri e nts i n t h e e arl y  di et i nfl u e n c e m et a b olis m aft er  t h e 
di et h as c h a n g e d, w e  r ais e d y o u n g fli es o n li pi d- d e pl et e d f o o d f or o n e w e e k  t o i n cr e as e 
N ot c h si g n ali n g a n d d e cr e as e p ost eri or e e  n u m b er. W e  t h e n tr a nsf err e d t h e fli es t o n or m al 
y e ast f o o d a n d o bs er v e d t h at t h e r e d u cti o n i n p ost eri or e e  n u m b er p er sist e d f or at  l e ast 
t w o a d diti o n al w e e ks ( Fi g ur e 6 A). I nt er esti n gl y, fli es r ais e d i niti all y o n li pi d- d e pl et e d 
m e di a, d uri n g o n e w e e k  b a c k o n n or m al y e ast f o o d, a c c u m ul at e d 1 8 % m or e w h ol e b o d y 
c h ol est er ol p er fl y t h a n a ni m als t h at h a d e at e n  a n or m al di et b e gi n ni n g at  e cl osi o n ( Fi g ur e 
6 B). T his  s u g g ests t h at l o w li pi d l e v els e arl y  i n d e v el o p m e nt g e n er at e a s c ar cit y  
m et a b oli c p h e n ot y p e t h at p ar all els t h e r e d u cti o ns i n e e  n u m b er, a n d t h at p er sists a n d 
pr o gr a ms st er ol st or a g e i n t h e s u bs e q u e nt w e e k  u n d er n or m al di et ar y c o n diti o ns.  W h e n 
t est e d t w o w e e ks aft er  s wit c hi n g fr o m a li pi d- d e pl et e d t o a n or m al di et, t h e a ni m als still  
h a d f e w er p ost eri or e e  c ells  a n d still st or e d 1 4 % m or e w h ol e b o d y c h ol est er ol t h a n 
c o ntr ols t h at w er e  n e v er li pi d- d e pri v e d ( Fi g ur e 6 A-B) . T h us, t h e c ell ul ar a n d m et a b oli c 
eff e cts  of n utri e nt st ar v ati o n e arl y  i n a d ult lif e c a n  p er sist f or a si g nifi c a nt p eri o d i n t h e 
a bs e n c e of t h e ori gi n al sti m ul us.    
 
Di et a r y li pi d s i nfl u e n c e e nt e r o e n d oc ri n e  t u m o r d e v el o p m e nt 
W h e n N ot c h si g n ali n g is str o n gl y r e d u c e d i n I S Cs t h e y gi v e ris e t o a r a pi dl y 
pr olif er ati n g n e o pl asi a c o m p os e d of I S C-li k e a n d e nt er o e n d o cri n e-li k e pr o g e nit or s 
( Mi c c h elli a n d P erri m o n, 2 0 0 6; O hlst ei n a n d S pr a dli n g, 2 0 0 6; P at el  et  al.,  2 0 1 5).  
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Fi g u r e 7. A li pi d-d e pl et e d  di et  bl o c k s e nt e r o e n d o c ri n e t u m o r g r o wt h. ( C-H)  P ost eri or 
mi d g uts fr o m ( C) c o ntr ol ( E s g:: G F P) or  ( D-G)  N ot c h-R N Ai  ( E s g:: N-R N Ai)  f e d ( D-E)  a 
c o ntr ol ( C D) or ( F-G)  a li pi d- d e pl et e d ( L D) di et f or 9 d a ys. D A PI  ( bl u e); G F P  ( gr e e n); 
Pr os p er o (r e d, n u cl e ar) a n d D el t a (r e d, c yt o pl as mi c). S c al e  b ar = 4 0 µm.  ( H) Pl ot 
q u a ntit ati n g r e d u c e d t u m or b ur d e n of fli es o n L D  c o m p ar e d t o C D.  (I-M)  P ost eri or 
mi d g uts fr o m a ni m als f e d t h e i n di c at e d di ets a n d s h o wi n g i n di vi d u al M A R C M  cl o n es 
m ar k e d wit h  G F P  f or c o ntr ols (I-J)  or N -/- c ell s  ( K-L)  9 d a ys aft er  i n d u cti o n. S c al e  b ar = 
1 0 µ m.  ( M) M e a n  cl o n e si z e fr o m e x p eri m e nt i n (I-L)  s h o wi n g si g nifi c a nt r e d u cti o n i n N-
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i nt esti n e, w hi c h ar e  m ostl y l o c at e d i n t h e p ost eri or mi d g ut ( M ari a n es a n d S pr a dli n g, 
2 0 1 3).   O ur fi n di n g t h at el e v at e d di et ar y st er ol d o w nr e g ul at es N ot c h si g n ali n g s u g g ests 
a n  e x pl a n ati o n f or t h e pr ef er e nti al d e v el o p m e nt of e nt er o e n d o cri n e t u m or s i n li pi d-ri c h 
mi d g ut r e gi o ns.   I S Cs i n li pi d-ri c h z o n es w o ul d li k el y c o nt ai n el e v at e d l e v els of 
m e m br a n e c h ol est er ol a n d ot h er li pi ds t h at w o ul d f urt h er d e pr ess N ot c h si g n ali n g b y t h e 
m e c h a nis m d es cri b e d h er e, e n h a n ci n g t h e eff e ct  of g e n eti c l esi o ns i n t h e N ot c h p at h w a y.  
T h us, t u m or f or m ati o n mi g ht r e pr es e nt a n ot h er a d ult c h ar a ct e risti c aff e ct e d  b y di et. 
If i n cr e as e d di et ar y li pi ds s u p pr ess N ot c h si g n ali n g i n st e m  c ells  a n d t h er e b y 
pr o m ot e e nt er o e n d o cri n e t u m or s, w e  r e as o n e d t h at a li pi d- d e pl et e d di et, w hi c h i n cr e as es 
N ot c h si g n ali n g, mi g ht sl o w t u m or d e v el o p m e nt.   W e  i n d u c e d t u m or f or m ati o n b y 
e x pr essi n g N ot c h R N Ai  i n pr o g e nit or c ells  t hr o u g h o ut t h e i nt esti n e usi n g es g -G A L 4 , a n d 
tr a c k e d t u m or d e v el o p m e nt q u a ntit ati v el y b y c o u nti n g t h e n u m b er of cl ust er e d t u m or 
c ells  t h at w er e  l a b el e d usi n g U A S -G F P  a n d Pr os p er o st ai ni n g. B y  9 d a ys aft er t u m or 
i n d u cti o n, a ni m als o n c o ntr ol di ets h a d l ar g e t o m assi v e t u m or s ( Fi g. 7 B- C), w hil e 
a ni m als f e d li pi d- d e pl et e d f o o d h a d t u m or b ur d e ns r a n gi n g fr o m s c ar c el y  d et e ct a bl e t o 
m o d er at e ( Fi g ur e 7 D- F ).  T o  f urt h er a n al y z e t h e eff e cts  of di et w e  i n d u c e d IS C  cl o n es 
l a c ki n g N ot c h a n d c o u nt e d cl o n e si z e as  a f u n cti o n of di et ( Fi g ur e 7 G-J).  Ni n e d a ys aft er  
i n d u cti o n, N ot c h m ut a nt cl o n es w er e si g nifi c a ntl y s m all er i n a ni m als o n a li pi d- d e pl et e d 
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D I S C U S SI O N  
 
N ut ri e nt  r e g ul ati o n of  d e v el o p m e nt  
  B ot h u ni c ell ul ar or g a nis ms a n d m et a z o a ns m a xi mi z e t h eir utili z ati o n of s c ar c e 
e n vir o n m e nt al r es o ur c es s u c h as  st er ols.  M e c h a nis ms f or o pti mi zi n g c h ol est er ol u pt a k e, 
bi os y nt h esis, tr a ns p ort a n d e x cr eti o n e v ol v e d e arl y  a n d ar e  wi d el y s h ar e d t hr o u g h o ut 
u ni c ell ul ar a n d m et a z o a n a ni m als a n d pl a nts.   P er h a ps b e c a us e li pi d u pt a k e i n h er e ntl y 
i n v ol v es e n d o c yt osis a n d v esi cl e tr affi c ki n g, a n d aff e cts  m e m br a n e li pi d c o m p ositi o n, 
r e g ul at or y m e c h a nis ms c o ntr olli n g li pi d utili z ati o n i n a ni m als ar e  c e nt er e d o n t h e 
st a bilit y of k e y r e g ul at or y e n d os o m al m e m br a n e pr ot ei ns ( Br o w n a n d G ol dst ei n, 1 9 9 0).  
  O ur e x p eri m e nts i m pl y t h at t his a n ci e nt s yst e m e xt e n ds b e y o n d n utri e nt 
h o m e ost asis a n d m et a b olis m t o e n c o m p ass tiss u e d e v el o p m e nt a n d m ai nt e n a n c e.   As  t h e 
l o c us of n utri e nt u pt a k e, t h e i nt esti n e is t h e tiss u e m ost dir e ctl y r es p o nsi bl e f or bri n gi n g 
e n vir o n m e nt al n utri e nts i nt o b al a n c e wit h  or g a nis m al r e q uir e m e nts, b ot h i n t h e s h ort t er m 
a n d b y a nti ci p ati n g f ut ur e n e e ds. T h e N ot c h si g n ali n g p at h w a y c o ntr ols t h e 
diff er e nti ati o n of e nt er o c yt es a n d e nt er o e n d o cri n e c ells  d o w nstr e a m fr o m i nt esti n al st e m  
c ells  t h at ar e  a m o n g t h e m ost a cti v e i n t h e b o d y.  T h us, li n ki n g st er ols t o N ot c h si g n ali n g 
pr o vi d es a p at h w a y f or t h es e n utri e nts t o r a pi dl y m o d ul at e t h e c ell ul ar m a c hi n er y 
c o ntr olli n g b ot h t h eir i m m e di at e a n d l o n g- t er m utili z ati o n.  T h e o v ar y m a k es gr e at 
m et a b oli c d e m a n ds o n f e m al es b y a b u n d a ntl y pr o d u ci n g n utri e nt-l a d e n o o c yt es 
surr o u n d e d b y f olli cl e c ells.   I n Dr os o p hil a, o v ari a n g er mli n e a n d s o m ati c c ells,  li k e 
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si g n ali n g.   T h us, st er ol- m e di at e d r e g ul ati o n of o v ari a n c ell  diff er e nti ati o n p ot e nti all y 
pr o vi d es a c o ntr ol o n t h e tiss u e m a ki n g t h e l ar g est d e m a n d f or st er ol pr o d u cti o n. 
N ot all  tiss u es t h at r e q uir e N ot c h ar e  aff e ct e d  b y alt er ati o ns is st er oi d a v ail a bilit y.  
U nl ess a si g nifi c a nt n u m b er of n e w c ells  ar e  b ei n g g e n er at e d, alt er e d  N ot c h si g n ali n g 
m a y  h a v e littl e eff e ct  o n a tiss u e's c ell ul ar c o m p ositi o n. W e  o bs er v e d n o d ef e cts i n wi n g 
v ei n p att er ni n g or  bristl e d e v el o p m e nt i n t h e Hr 9 6  m ut a nt.  E v e n s e nsiti v e tiss u es h a v e 
li mits t o t h e d e gr e e of m o d ul ati o n.  W h e n Hr 9 6 is o v er e x pr ess e d, t h e a c c u m ul ati o n of 
a d diti o n al e e  c ells  c o ul d n ot b e i n cr e as e d f urt h er b y  a hi g h st er ol di et ( Fi g. 2 G).  I n t h e 
a bs e n c e of all  Hr 9 6 f u n cti o n i n n ull m ut a nt a ni m als a l o w l e v el of  e e  c ells  w as  still  
pr o d u c e d r e g ar dl ess of di et.   T his s u g g ests t h at t h e r e g ul ati o n of  N ot c h si g n ali n g b y 
e n vir o n m e nt al li pi ds h as n at ur al li mits t h at m ai nt ai n at  l e ast a b as al l e v el of  tiss u e 
f u n cti o n e v e n u n d er e xtr e m e di et ar y cir c u mst a n c es.  T his e ns ur es at  a mi ni m u m t h at t h e 
tiss u e will  still  b e a bl e t o r es p o n d if t h e n utri e nt e n vir o n m e nt b e c o m es m or e f a v or a bl e.  
 
M e c h a nis m of di et a r y i nfl u en c e  o n N ot c h si g n ali n g 
W e  h a v e f o u n d t h at e n d os o m al tr affi c ki n g of t h e N ot c h p at h w a y m e m br a n e 
pr ot ei ns N ot c h a n d D e lt a is li pi d s e nsiti v e, li k e ot h er k e y m e m br a n e r e g ul at or s of n utri e nt 
utili z ati o n a n d m et a b olis m.   D elt a  ( a n d N E C D)  l o c ali z ati o n c h a n g e d dr am ati c all y  o n a 
li pi d- d e pl et e d di et or i n t h e Hr 9 6  m ut a nt, a p p e ari n g i n m or e  v esi cl es a n d l ar g er v esi cl es 
s pr e a d t hr o u g h o ut t h e c yt o pl as m, a n d at  hi g h er l e v els ass o ci at e d wit h  t h e pl as m a 
m e m br a n e.   T h es e c h a n g es, a m o u nti n g t o 3- 6 f ol d i n cr e as e d i nt e gr at e d Delt a  
i m m u n ofl u or es c e n c e p er c ell  ( Fi g ur e 3), m a y  r es ult p artl y fr o m s m all  ( ~ 2 X) i n cr e as es i n 
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gr e at er st a bilit y of  D elt a  w as  t h e li k el y e x pl a n ati o n f or its i n cr e as e d p er d ur a n c e 
d o w nstr e a m fr o m t h e st e m  c ell  i n t h e e nt er o c yt e li n e a g e.  N or m all y o nl y I S Cs h a v e hi g h 
D elt a  l e v els, b ut i n fli es st ar v e d f or c h ol est er ol or b e ari n g a n  Hr 9 6  m ut ati o n, D elt a  
r e m ai n e d at  hi g h l e v els i n e nt er o bl asts a n d i n diff er e nti ati n g e nt er o c yt es u p t o a n d 
i n cl u di n g c ells  wit h  8 c g e n o m es.  T his i m pli es t h at D elt a  p er sist e n c e u n d er li pi d-st ar v e d 
c o n diti o ns i n cr e as es fr o m p er h a ps a n  h o ur i n n or m al e nt er o bl asts t o m or e t h a n t h e 4 8 
h o ur s n e e d e d f or a n  e nt er o bl ast t o d e v el o p i nt o a n  8 c e nt er o c yt e.  C o n v er s el y, u n d er 
c o n diti o ns of e x c ess li pi ds or Hr 9 6  d u pli c ati o n, D elt a  l e v els w er e  r e d u c e d 2- 3 f ol d b as e d 
o n fl u or es c e n c e m e as ur e m e nts. 
Si n c e t h e eff e cts  of  di et ar y li pi ds o n N ot c h si g n ali n g a n d e e  pr o d u cti o n d e p e n d e d 
o n t h e Dr os o p hil a  L X R  h o m ol o g Hr 9 6, c h a n g es i n c h ol est er ol h o m e ost asis i n t h e 
m e m br a n e c o m p art m e nts of t h e aff e ct e d  c ells  ar e  li k el y i n v ol v e d.  M a n y st u di es h a v e 
s h o w n t h at a hi g h-f at di et i n d u c es E R  str ess a n d sti m ul at es E R  ass o ci at e d pr ot ei n 
d e gr a d ati o n ( E R A D).  M or e o v er, t h e c h a n g es i n D elt a  c yt o pl as mi c distri b uti o n ar e  
e x a ctl y t h os e e x p e ct e d f or a n  alt er ati o n i n st a bilit y wit hi n e n d os o m es. H o w e v er, t h e 
s u bst a nti al c h a n g es i n D elt a  a n d N E C D  st a bilit y w e  o bs er v e d di d n ot aff e ct  all  m e m br a n e 
pr ot ei ns a n d m ostl y li k el y r es ult fr o m r e g ul at or y m e c h a nis ms t hat  t ar g et t h es e pr ot ei ns 
s p e cifi c all y. Cl assi c al  st u di es h a v e s h o w n t h at c h ol est er ol l e v els c a n  c o ntr ol t h e t ur n o v er 
of s p e cifi c c h ol est er ol bi os y nt h eti c e n z y m es li k e H M G - C o A r e d u ct as e ( G ol dst ei n a n d 
Br o w n, 1 9 9 0; D e B os e- B o y d, 2 0 0 8; N a k a nis hi et  al.,  1 9 8 8). L o w c h ol est er ol c o n diti o ns 
sti m ul at e E R  pr ot ei n tr affi c ki n g of  S R E B P  pr ot ei ns ( W a n g et  al.,  1 9 9 4) a n d c a n  r es ult i n 
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Fi g u r e 8. M o d el of  di et a r y st e r ol-m e di at e d  r e g ul ati o n of  N ot c h si g n ali n g vi a c h a n g es 
i n D elt a  a n d  N ot c h  t r affi c ki n g a n d st a bilit y i n t h e E R.   W h e n c ells  i m p ort l o w l e v els 
of di et ar y c h ol est er ol (li pi d- d e pl et e d di et or  Hr 9 6  m ut a nt) t h er e is a r es ult a nt l o w l e v el of  
c h ol est er ol o n m e m br a n es (t hi n bl u e li n es). As  a r es ult, N ot c h a n d Delt a  pr ot ei ns ar e  
r et ai n e d i n t h e E R  a n d e n d os o m es. W h e n c ells  c a n  i m p ort hi g h l e v els of  st er ols, 
m e m br a n es b e c o m e st er ol ri c h (t hi c k bl u e li n es). E R  pr ot ei n r e g ul ati o n o c c ur s n or m all y, 
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( G o n g et al., 2 0 0 6).  Str o n g e vi d e n c e t h at hi g h st er ol l e v els tri g g er D elt a t ur n o v er vi a a n 
E R A D -li k e pr o c ess w as pr o vi d e d b y t h e eff e cts of i n hi biti n g t h e k e y E R A D e n z y m e p 9 7, 
a n d b y t h e s y n er gisti c eff e cts of Hr 9 6  m ut ati o n a n d p 9 7 i n hi biti o n, w hi c h c a us e d 
l et h alit y.   
 
Di et a r y s e n siti vit y of N ot c h si g n ali n g c a u s es mi d g ut a d a pt ati o n 
O ur e x p eri m e nts pr o vi d e n e w i nsi g ht i nt o h o w s p e cifi c n utri e nts e arl y  i n lif e 
i nfl u e n c e i nt esti n al str u ct ur e a n d m et a b oli c pr o gr a m mi n g. Di et ar y  c h ol est er ol e arl y  i n 
a d ult lif e i nfl u e n c es e e  pr o d u cti o n i n a dir e cti o n li k el y t o b ett er a d a pt t h e or g a nis m t o its 
i niti al n utri e nt e n vir o n m e nt.  I n m a m m als,  aft er  birt h cr y pts b e gi n t o d e v el o p, n e w c ell  
t y p es e m er g e, a n d c ert ai n  r e gi o n al c h ar a ct eristi cs ar e  f or m e d ( C ar ulli et  al.,  2 0 1 4; H u dr y 
et  al.,  2 0 1 6). M a n y st u di es ( B at es et  al ., 2 0 0 6; R a k off- N a h o u m et  al.,  2 0 1 5) h a v e 
s u g g est e d t h at t h es e p ost n at al eff e cts  o n d e v el o p m e nt m a y  st e m  fr o m s e e di n g t h e 
i nt esti n al fl or a. H o w e v er, gi v e n t h at t h es e l at er e v e nts i n e pit h eli al d e v el o p m e nt o c c ur 
w h e n t h e a ni m al b e gi ns t o f e e d it is als o  lik el y t h at di et ar y n utri e nts pl a y a m aj or r ol e i n 
t h e m at ur ati o n of  t h e a d ult i nt esti n e i n m a m m als.  
  Alt h o u g h alt er e d  N ot c h si g n ali n g m a y  aff e ct  m et a b olis m i n m ulti pl e w a ys, 
c h a n g es i n t h e a b u n d a n c e of at  l e ast s o m e t y p es of e e's h a v e t h e p ot e nti al t o si g nifi c a ntl y 
i nfl u e n c e n utri e nt utili z ati o n. T h e e nt er o e n d o cri n e h or m o n e Ast A,  w hi c h i n cr e as e d 
t hr e ef ol d u n d er c o n diti o ns of hi g h c h ol est er ol utili z ati o n, r e g ul at es f e e di n g ( C h e n et  al.,  
2 0 1 6). I n t h e br ai n Ast A  c o ntr ols pr o d u cti o n of a di p o ki ni n a n d i ns uli n, w h os e l e v els 
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o bs er v e d a n  i n cr e as e i n T k,  a n  e nt er o e n d o cri n e h or m o n e t h at n e g ati v el y r e g ul at es li pi d 
bi os y nt h esis i n t h e i nt esti n e a n d tr a ns p ort t hr o u g h o ut t h e b o d y ( S o n g et  al.,  2 0 1 4).   
  Li pi d- d e pri v ati o n- m e di at e d r e d u cti o ns i n e e  n u m b er p er sist e d f or at  l e ast t w o 
w e e ks aft er  t h e a ni m als w er e  s hift e d t o a ri c h di et.   L o w er e e  n u m b er s m a y  e x pl ai n i n 
p art o ur o bs er v ati o n t h at 1 8 % m or e  w h ol e b o d y c h ol est er ol w as  st or e d u n d er t hes e  
c o n diti o ns, t h a n i n fli es t h at h a d b e e n r ais e d c o nti n u o usl y o n ri c h m e di u m.  P er sist e nt 
c h a n g es i n tiss u e c ell ul ar c o m p ositi o n r e pr es e nt a n  attr a cti v e m o d el f or u n d er st a n di n g 
m et a b oli c a d a pt ati o ns i n m a m m als.   M a m m ali a n  d e v el o p m e nt is str o n gl y d e p e n d e nt o n 
t h e m ot h er’ s n utriti o n, a n d c hil dr e n b or n t o m al n o uris h e d m ot h er s oft e n b e gi n lif e wit h  a 
l o w birt h w ei g ht ( L e c hti g et  al.,  1 9 7 5). T h es e i n di vi d u als ar e  m or e li k el y t o b e c o m e 
o b es e l at er i n lif e if n utri e nts ar e  n ot r estri ct e d ( R a m a kris h n a n, 2 0 0 4). L o w n utri e nt 
e x p os ur e e arl y  i n lif e a p p ear s  t o tri g g er m et a b oli c c h a n g es t h at e n h a n c e n utri e nt 
s c a v e n gi n g b y t h e d e v el o pi n g f et us. Aft er  birt h, t h es e r es ets b e c o m e a p er m a n e nt st at e 
t h at p uts i n di vi d u als at  ris k f or m et a b oli c s y n dr o m es i n a n or m al n utriti o n al e n vir o n m e nt 
( R e us e ns et  al.,  2 0 1 1). 
 
Di et a r y st e r ols, N ot c h si g n ali n g a n d c a n c e r 
T h e c o n n e cti o n b et w e e n st er ol m et a b olis m a n d N ot c h  si g n ali n g h as p ot e nti all y str o n g 
i m pli c ati o ns f or c a n c er eti ol o g y a n d t h er a p e uti cs. M ut ati o ns i n t h e N ot c h si g n ali n g 
p at h w a y h a v e b e e n ass o ci at e d wit h  c a n c er d eri vi n g fr o m m a n y tiss u es i n t h e di g esti v e 
tr a ct i n cl u di n g t h e li v er, p a n cr e as a n d t h e c ol o n. F urt h er m or e, N ot c h si g n ali n g h as b e e n a 
c o m m o n t h er a p e uti c t ar g et f or t h es e t y p es of c a n c er. H o w e v er, dr u gs a n d t h er a pi es 
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c o m pli c ati n g t h eir us e wit h  p ati e nts.  W e  f o u n d t h at sti m ul ati n g r e v er s e c h ol est er ol 
tr a ns p ort usi n g L X R  a g o nists i n h u m a n e m br y o ni c ki d n e y c ells  ( H E K 2 9 3) c a us e d a 
dr a m ati c a n d hi g hl y r e pr o d u ci bl e d e cr e as e i n D L L 4  pr ot ei n l e v els. T his s u g g ests t h at 
st er ol m et a b olis m m a y  h a v e a hi g hl y c o ns er v e d r ol e i n t h e r e g ul ati o n of  N ot c h si g n ali n g 
t h at c o ul d b e e x pl oit e d f or t h er a p e uti c p ur p os es. F or e x a m pl e, st er ol r e g ul ati n g dr u gs 
s u c h as  L X R  a g o nist s m a y  pr o vi d e a w a y  t o alt er  N ot c h si g n ali n g i n a tiss u e- dir e ct e d 
m a n n er f or a dj u v a nt t h er a p y a n d as  a m e a ns t o r e d u c e c a n c er ris k i n g e n eti c all y 
s us c e pti bl e p ati e nts.   I n hi biti n g D L L 4  is s uffi ci e nt t o r e d u c e t u m or gr o wt h a n d i niti ati o n 
i n mi c e  a n d h u m a ns ( H o e y et  al.,  2 0 0 9). 
N u m er o us st u di es h a v e s h o w n t h at c o ns u mi n g a hi g h- f at di et i n cr e as es 
s us c e pti bilit y t o s e v er al s p e cifi c t y p es of c a n c er ( H u a n g et  al.,  2 0 1 2; T a n g et  al.,  2 0 1 2; 
B e y a z et  al.,  2 0 1 6).  Hi g h- f at di ets  h a v e b e e n pr o p os e d t o i n cr e as e c hr o ni c i nfl a m m ati o n 
i n tiss u es i n cl u di n g li v er a n d i nt esti n e ( Di n g et  al.,  2 0 1 0; Mi y a gi et  al.,  2 0 1 0; v a n d er 
H eij d e n et  al.,  2 0 1 5). O ur  st u d y pr o vi d es a s p e cifi c m e c h a nis m t o e x pl ai n t h es e 
c o n n e cti o ns.   L ar g e q u a ntiti es of di et ar y li pi ds, p arti c ul arl y st er ols, m a y  dir e ctl y i n hi bit 
t u m or s u p pr ess or p at h w a ys, s u c h as  N ot c h si g n ali n g, a n d i n cr e as e c a n c er s us c e pti bilit y i n 
a  m a n n er t h at s y n er gi z es wit h  i nfl a m m ati o n.  I n c o ntr ast, c o ns u mi n g a l o w-f at di et  h as 
b e e n s u g g est e d t o pr ot e ct a g ai nst m ulti pl e t y p es of c a n c er. C o nsist e nt wit h  t his i d e a w e  
f o u n d t h at f e e di n g fli es a di et l o w i n st er ols s u p pr ess e s e nt er o e n d o cri n e t u m or gr o wt h 
a n d t u m or si z e.  T a k e n t o g et h er o ur w or k  s u g g ests t h at di et ar y li pi d l e v els pl a y a c e ntr al 
r ol e i n di ct ati n g c a n c er ris k f or di g esti v e tr a c k t u m or s a n d t h at di et ar y i nt er v e nti o n i n 
c o nj u n cti o n wit h  t h e us e of c h ol est er ol m o d ul ati n g dr u gs m a y  pr o vi d e a n  eff e cti v e 
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r e v e als n e w c o n n e cti o ns b et w e e n e n vir o n m e nt al n utri e nts a n d d e v el o p m e nt al si g n ali n g.  
F urt h er c h ar a ct eri zi n g t h es e c o n n e cti o ns will  h el p r e v e al h o w e n vir o n m e nt al n utri e nts 
c a n  p ositi v el y i m p a ct tiss u es t h at h a v e b e c o m e str ess e d  d u e t o a g e, dis eas e  or t h e 
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A C K N O W L E D G M E N T S A N D  C O N T R I B U T I O N S  
 
W e  t h a n k St e v e D e L u c a, Et h a n Gr e e n bl att, C h e n h ui W a n g, a n d m e m b er s of t h e 
S pr a dli n g l a b f or dis c ussi o n a n d v al u a bl e c o m m e nts o n t h e m a n us cri pt.  W e  ar e v er y 
gr at ef ul t o J os e p h Tr a n  f or his  assist a n c e wit h  t h e m a m m ali a n  c ell  c ult ur e e x p eri m e nts. 
R O  is a st u d e nt i n t h e C ell ul ar, M ol e c ul ar a n d D e v el o p m e nt al Bi ol o g y gr a d u at e pr o gr a m 
of J o h ns H o p ki ns U ni v er sit y.   M S  w as  a f ell o w of t h e J a n e C offi n C hil ds M e m ori al 
F u n d.   R O,  M S  a n d A C S  d esi g n e d e x p eri m e nts a n d  wr ot e t h e m a n us cri pt.  R O  a n d M S  
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C H A P T E R 3  
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I N T R O D U C T I O N  
 
 
 T h er e ar e m a n y c o m m o n a n d w ell-st u di e d dis or d er s of li pi d m et a b olis m, a n d 
m a n y of t h e m ar e c a us e d or i nfl u e n c e d b y li pi d a bs or pti o n fr o m di et ar y li pi ds i n t h e 
i nt esti n e. As s u c h, u n d er st a n di n g h o w li pi ds a bs or pti v e r e gi o ns ar e est a blis h e d, a n d h o w 
t h e y f u n cti o n i n t h e c o nt e xt of w h ol e a ni m al m et a b oli c pr o c ess es is of gr e at si g nifi c a n c e.  
  T o st u d y t h e a d ult Dr os o p hil a mi d g ut it is i m p ort a nt t o u n d er st a n d h o w it 
d e v el o ps. T h e l ar v al mi d g ut is u ni q u e i n its d e v el o p m e nt t h at it is s p e cifi e d b y t w o 
p o p ul ati o ns of e n d o d er m al pr o g e nit or s i n t h e e m br y o. T h es e c ells mi gr at e, m er g e, a n d 
u n d er g o a m es e n c h y m al- e pit h eli al tr a nsiti o n t o f or m t h e l ar v al mi d g ut ( C a m p os- Ort e g a 
a n d H art e nst ei n, 1 9 8 5; T e p ass a n d H art e nst ei n, 1 9 9 4). A s u bs et of t h es e c ells r e m ai n 
u n diff er e nti at e d b e c o mi n g t h e a d ult mi d g ut pr o g e nit or s ( A M P s), w hil e t h e r e m ai n d er 
b e c o m e p ost mit oti c a n d diff er e nti at e i nt o e es or e n d o c y cl e b e c o mi n g E Cs. D uri n g t h e 3 r d 
L ar v al i nst ar, A M P s b e gi n pr olif er ati n g cr e ati n g e n o u g h c ells t o cr e at e a n e w a n e w 
e pit h eli al l a y er ar o u n d t h e d yi n g l ar v al e es a n d E Cs t er m e d t h e ” y ell o w b o d y ” ( D e nt o n et 
al., 2 0 0 9). It w as t h o u g ht t h at t h e m et a b olit es t h at m a k e u p t h e l ar v al g ut ar e hist ol y z e d t o 
s er v e as n utri e nts a n d b uil di n g bl o c ks f or t h e p u p a a n d d e v el o pi n g a d ult mi d g ut. 
H o w e v er, bl o c ki n g a ut o p h a g y i n t h e l ar v al mi d g ut d o es n ot pr e v e nt a d ult mi d g ut 
f or m ati o n ( L e e, 2 0 0 2), s u g g esti n g t h at t h e d e v el o pi n g a d ult mi d g ut is a n i n d e p e n d e nt 
or g a n t h at d o es n ot r e c ei v e n utri e nt or i nstr u cti o n al c u es fr o m t h e pr e vi o us l ar v al mi d g ut.  
  T h es e r es ults d o n ot i m pl y t h at n utri e nt s e ns or s ar e n ot i m p ort a nt f or a d ult mi d g ut 
d e v el o p m e nt. O n t h e c o ntr ar y, l ar g e a m o u nts of n utri e nts m ust b e i m p ort e d, li k el y fr o m 
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t h e a d ult mi d g ut d e v el o ps. O n e k n o w n n utri e nt s e ns or is t h e n u cl e ar h or m o n e r e c e pt or, 
H N F 4. T his li g a n d r e g ul at e d tr a ns cri pti o n f a ct or, w h e n b o u n d t o l o n g c h ai n f att y a ci ds, 
i niti at es c h a n g es i n g e n e e x pr essi o n t o r e g ul at e b et a o xi d ati o n, li p ol ysis, a n d t h e 
st ar v ati o n r es p o ns e ( P al a n k er, 2 0 0 9).   
  T his c h a pt er o utli n es t h e l ar v al r e gi o ns t h at h o us e t h e A M P s w hi c h b e c o m e t h e 
a d ult mi d g ut, a n d h o w t h os e A M P s di vi d e d uri n g p u p ati o n t o g e n er at e t h e a d ult mi d g ut. 
It f urt h er c o nti n u es t o e x pl or e h o w a n utri e nt s e ns or, H N F 4, m a y i nfl u e n c e a d ult mi d g ut 
d e v el o p m e nt a n d p h ysi ol o g y, a n d cl os es wit h a n e x pl or ati o n of t h e tr a ns cri pti o n al 
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M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
 
N or m al a n d m o difi e d di et ar y tr e at m e nts  
T o  e n h a n c e u nif or mit y, all  di ets  w er e  pr e p ar e d fr o m li pi d- e xtr a ct e d i n gr e di e nts.  T h e 
li pi d- d e pl et e d di et w as  pr e p ar e d b y e xtr a cti n g y e ast e xtr a ct a n d a g ar wit h  c hl or of or m at  a 
1: 5 r ati o b y w ei g ht. E a c h  c o m p o n e nt w as  e xtr a ct e d f or 4 h o ur s, s e p ar at e d wit h  v a c u u m 
filtr ati o n, a n d t h e n e xtr a ct e d f or 1 h o ur wit h  fr es h c hl or of or m. B ot h c o m p o n e nts w er e  
t h e n all o w e d t o dr y  f or fi v e d a ys i n a f u m e h o o d. E xtr a ct e d y e ast e xtr a ct a n d a g ar w er e  
us e d t o m a k e a 1. 0  S Y  di et a c c or di n g t h e f oll o wi n g f or m ul a: 3 0 g s u cr os e, 3 0 g li pi d-
e x tr a ct e d y e ast e xtr a ct, 3 g a g ar, 3 0 0 m L  H2 O ( Si e b er a n d T h u m m el, 2 0 0 9).   T h e c o ntr ol 
di et c o nsist e d of a li pi d- d e pl et e d 1. 0  S Y  di et s u p pl e m e nt e d wit h  fr es h y e ast p ast e a n d 
v e hi cl e al o n e ( 1- 4 % et h a n ol) t o c o ntr ol f or t h e et h a n ol i n t h e li pi d-s u p pl e m e nt e d di ets. 
Li pi d s u p pl e m e nt e d di ets ( 1 X) c o nsist e d of t h e li pi d- d e pl et e d 1. 0 S Y  di et s u p pl e m e nt e d 
wit h  fr e e f att y a ci d  ( 5 m g/ ml st e ari c a ci d),  tri gl y c eri d e ( 5 m g/ ml gl y c er ol trist e ar at e), 
c h ol est er ol ( 5 m g/ ml) or  er g ost er ol ( 5 m g/ ml) t o a fi n al c o n c e ntr ati o n of  0. 0 5 % 
s u p pl e m e nt al li pi d. 4 x c h ol est er ol ( hi g h st er ol di et) a n d 4 x er g ost er ol w er e  pr e p ar e d t o a 
fi n al c o n c e ntr ati o n of  0. 2 % s u p pl e m e nt al st er ol.  Eit h er p u p a e or 5- d a y ol d a d ult fli es 
w er e  tr a nsf err e d t o vi als wit h  t h e di et of i nt er est.  Fli es  m o v e d t o a ne w  di et ar y tr e at m e nt 
w er e  t est e d aft er  a n  i n di c at e d p eri o d d uri n g w hi c h t h e y w er e  tr a nsf err e d t o fr es h vi als 
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I m m u n ofl u or es c e nt st ai ni n g  
Mi d g uts or o v ari es w er e  diss e ct e d i n Gr a c e’ s  i ns e ct m e di u m a n d fi x e d f or 3 0 mi n ut es at  
r o o m t e m p er at ur e ( or 1 5- 1 8 h o ur s at  4 ° C f or mi d g ut D elt a  st ai ni n g) i n a nti b o d y w as h  
wit h  4 % E M  gr a d e p ar af or m al d e h y d e). Tiss u es w er e  t h e n w as h e d t hr e e ti m es f or at  l e ast 
2 h o ur s a n d t h e n bl o c k e d at  r o o m t e m p er at ur e i n a nti b o d y w as h  + 5 % B S A  f or 4 h o ur s. 
Pri m ar y  a nti b o di es w er e  a d d e d t o i n c u b at e o v er ni g ht at  4 ° C at  t h e f oll o wi n g 
c o n c e ntr ati o ns: a nti- Pr os p er o ( D e v el o p m e nt al St u di es H y bri d o m a B a n k   M R 1 A; ), 
R RI D: A B _ 5 2 8 4 4 0) ( 1: 1 0 0), 1: 1 0 0, a nti- P H 3, S er 1 0  ( Milli p or e Si g m a) 1: 1 0 0 0, ( 1: 1 0 0), 
a nti- D elt a  ( DS H B  C 5 9 4. 9 B, R RI D: A B _ 5 2 8 1 9 4) ( 1: 5 0), a nti-N E C D  ( D S H B C 4 5 8. 2 H, 
R RI D: A B _ 5 2 8 4 0 8 ), a nti- L p R 2 (P arr a - P er al b o E;  P L o S G e n et. 2 0 1 1 C at #  L p R 2, 
R RI D: A B _ 2 5 6 9 1 3 5) ( P arr a-P er a l b o a n d C uli, 2 0 1 1), a nti- Hi n dsi g ht ( D S H B 1 G 9, 
R RI D: A B _ 5 2 8 2 7 8) ( 1: 1 0 0). S a m pl es w er e  w as h e d f or at  l e ast 9 h o ur s. S e c o n d ar y 
a nti b o di es: Al e x a- 4 8 8, Al e x a- 5 6 8, a n d Al e x a- 5 9 6 i n c u b at e d o v er ni g ht at  4 ° C i n a nti b o d y 
w as h. S a m pl es w er e  t h e n w as h e d a n d c o u nt er stai n e d  wit h  D A PI  at  0. 5  µ g / ml. Tiss u e w as  
t h e n m o u nt e d wit h  V e ct as hi el d a n d i m a g e d. A nti b o d y w as h  us e d f or g uts c o nt ai n e d 
1 x P B S + 0. 3 % Trit o n X- 1 0 0 + 0. 5 % B S A.  A nti b o d y w as h  f or o v ari es c o nt ai n e d 1 x P B S + 
0. 1 % Trit o n X- 1 0 0 + 0. 5 % B S A.  T u n el l a b eli n g w as  p erf or m e d b ef or e i n c u b ati o n wit h  
s e c o n d ar y a nti b o di es p er m a n uf a ct ur er’ s i nstr u cti o ns usi n g T h e D e a d E n d ™ Fl u or o m etri c 
T U N E L  S yst e m ( Pr o m e g a, G 3 2 5 0).  
R N A  s e q u e n ci n g  
F e m al e  y1  w1  fli es a g e d 1 0- 1 2 d a ys w er e  diss e ct e d i n c ol d Gr a c e’ s  i ns e ct m e di u m.  
A nt eri or ( a 1- a 3) a n d p ost eri or r e gi o ns( p 1- p 4) w er e  i d e ntifi e d m or p h ol o gi c all y a n d 
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4 0 0 µl Tri p ur e o n i c e.  E a c h  e x p eri m e nt al c o n diti o n w as  c oll e ct e d i n tri pli c at e. C oll e ct e d 
mi d g uts w er e  h o m o g e ni z e d a n d 6 0 0 µ L fr es h Tri p ur e a d d e d. Aft er  1 0 mi n  at  r o o m 
t e m p er at ur e 1 8 0 µl c hl or of or m w as  a d d e d, s h a k e n bri efl y b y h a n d a n d all o w e d t o st a n d at  
r o o m t e m p er at ur e f or 1 0 mi n ut es. F oll o wi n g c e ntrif u g ati o n f or 1 5 mi n  at  1 2, 0 0 0 r p m at  
4 ° C,  t h e a q u e o us l a y er w as  r e m o v e d a n d R N A  pr e ci pit at e d wit h  4 0 0 µl is o pr o p a n ol.  T h e 
p ell et w as  r e c o v er e d b y c e ntrif u g ati o n, r e-s us p e n d e d i n 5 0 u L n u cl e as e fr e e w at er  a n d 
st or e d  at  - 8 0 °C.   c D N A  li br ari es w er e  c o nstr u ct e d fr o m p ol y( A)-s el e ct e d  R N A  usi n g t h e 
ll u mi n a Tr u S e q R N A  Li br ar y Pr e p  Kit  v 2 a n d s e q u e n c e d o n a n  Ill u mi n a N e x S e q 5 0 0. 
S e q u e n c e d r e a ds w er e  a n al y z e d usi n g b cl 2f ast q v 2. 1 7. 1. 1 4 f or b as e c alli n g, 
B o wti e 2. 2. 9 f or al i g n m e nt t o t h e d m 6  Dr os o p hil a g e n o m e, T o p H at 2. 1. 1 f or ali g n m e nt t o 
tr a ns cri pts d efi n e d b y B D G P 6  a n d E ns e m bl. 8 5. gtf. Tr a ns cri pt a n d g e n e f p k m w as  
c al c ul at e d usi n g C uffli n ks 2. 2. 1 a n d f ol d c h a n g e q u a ntifi e d wit h  c uff diff ( v 7). W e 
a n al y z e d g e n es w h os e e x pr es si o n w as   > 2  F P K M  a n d wit h  a q- v al u e < 0. 0 5.  G e n es 
r e p ort e d as  si g nifi c a ntl y c h a n gi n g h a d at  l e ast 2-f ol d i n cr e as e d or d e cr e as e d e x pr essi o n 
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R E S U L T S  
 
 
I d e ntifi c ati o n of l a r v al mi d g ut r e gi o n s 
 
 T o  b ett er u n d er st a n d t h e ori gi n of A M P s, w e l o o k e d t o c h ar a ct eri z e t h e r e gi o ns of 
t h e l ar v al mi d g ut. W e p erf or m e d el e ctr o n mi cr os c o p y t hr o u g h o ut t h e l e n gt h of t h e l ar v al 
mi d g ut, t a ki n g s e cti o ns e v er y 1 0 0 mi cr o ns. W e a n al y z e d t h e str u ct ur al c h a n g es t h at aris e 
fr o m t h e a nt eri or t o t h e p ost eri or of t h e mi d g ut a n d i d e ntifi e d 1 0 r e gi o ns of i nt er est 
( Fi g ur e 1 A-J). T h es e r e gi o ns ar e si mil ar i n str u ct ur e a n d f u n cti o n t o t h e r e gi o ns of t h e 
a d ult mi d g ut ( Fi g ur e 1 K- L), t h o u g h v ar y i n t h eir or g a ni z ati o n. W e i d e ntifi e d A M P s i n 
e v er y r e gi o n of t h e l ar v al mi d g ut, a n d i d e ntifi e d G A L- 4 dri v er s, a n d pr ot ei n tr a ps t h at ar e 
s p e cifi c all y e x pr ess e d i n a s u bs et of r e gi o ns.     
 
C h a r a ct e ri zi n g t h e d e v el o p m e nt of a d ult mi d g ut r e gi o n s 
  L ar v al a n d a d ult mi d g ut r e gi o ns p erf or m si mil ar f u n cti o n al t as ks, b ut v ar y i n t h eir 
or d er al o n g t h e a nt eri or t o p ost eri or a xis. W e w o n d er e d if A M P s m a y mi gr at e b ef or e or 
aft er t h e y b e gi n a m plifi c ati o n d uri n g p u p ati o n, t o t h eir c orr es p o n di n g a d ult mi d g ut 
r e gi o n, or if i nst e a d A M P s di vi d e t o est a blis h t h e mi d g ut al o n g a n a nt eri or t o p ost eri or 
gr a di e nt, si mil ar t o t h e m et h o d of d e v el o p m e nt us e d b y ot h er tiss u es.   
T o i n v esti g at e t his q u esti o n w e p erf or m e d s u c c essi v e cl o n al i n d u cti o n b y h e at s h o c k 
( Fi g ur e 2) of l ar v al a n d p u p al wil d t y p e fli es. W e diss e ct e d a n d a n al y z e d cl o n al 
p o p ul ati o ns arisi n g fr o m t h es e h e at s h o c ks at t h e s a m e ti m e f or all s a m pl es, 2 d a ys aft er 
e cl osi o n. B y p erf or mi n g t h e a n al ysis at t his ti m e p oi nt w e w er e pr e v e nt e d fr o m 
d efi niti v el y i d e ntif yi n g t h e r e gi o n cl o n es w er e i n d u c e d, b ut c o ul d s a y wit h c ert ai nt y 
w h et h er t h e y w er e i n t h e A nt eri or, Mi d dl e, or P ost eri or of t h e mi d g ut b as e d o n 
8 3
Fi g u r e 1 . T h e l a r v al Dr os o p hil a mi d g ut c o nt ai ns c o m p a r a bl e n ut ri e nt p r o c essi n g 
r e gi o n s as t h e a d ult mi d g ut. 
( A-J) El e ctr o n mi cr o gr a p hs fr o m l ar v al mi d g ut e nt er o c yt es al o n g t h e a nt eri or- p ost eri or 
a x is fr o m st a g e L- 3. A) A nt eri or 1 a, B) A nt eri or 1 b, C) A nt eri or 2, D) C o p p er/ L F C 
( str u ct ur all y i d e nti c al), E) Ir o n, F) P ost eri or 1, G) P ost eri or 2, H) P ost eri or 3, I) P ost eri or 
4, J) P ost eri or 5. ( K- L) C art o o n r e pr es e nt ati o ns of t h e l ar v al ( K) a n d a d ult ( L) mi d g ut 
str u ct ur e a n d r e gi o ns. T h e c art o o n of t h e a d ult mi d g ut w as us e d wit h p er missi o n fr o m A. 
M ari a n es. R e gi o ns ar e c ol or c o d e d b as e d o n n utri e nts pr o c ess e d: p ur pl e = li pi ds, m ar o o n 
= gl y c o g e n, or a n g e = c o p p er, gr e e n = ir o n, bl u e = u n k n o w n n utri e nts. Gr a y r e gi o ns ar e 
str u ct ur all y si mil ar  
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st er ot y pi c al p h ysi ol o gi c al c o nstri cti o ns of t h e mi d g ut t h at ar e est a blis h e d d uri n g 
p u p ati o n. W e titr at e d t h e a m o u nt of h e at s h o c k t o e ns ur e t h at t h e st atisti c al li k eli h o o d of 
m or e t h a n o n e cl o n e b ei n g i n d u c e d d uri n g h e at s h o c k w as v er y l o w. B e c a us e of t his, 
s o m eti m es m or e t h a n h alf of t h e a n al y z e d mi d g uts c o nt ai n e d n o cl o n es, s o w e c a n b e s ur e 
t h at t h e l a b el e d c ells t h at ar e s e e n ar e fr o m o n e i n citi n g l a b eli n g e v e nt. N o cl o n es w er e 
f o u n d i n mi d g uts t h at di d n ot u n d er g o h e at s h o c k.  
R at h er t h a n i d e ntif yi n g cl o n es t h at s p a n n e d m ulti pl e r e gi o ns, or mi gr ati n g cl o n es, 
w e f o u n d t h at cl o n es i n d u c e d d uri n g d e v el o p m e nt r e m ai n c o nti g u o us ( d at a n ot s h o w n). 
F urt h er m or e, A M P di visi o n f oll o ws a st er e ot y pi c al pr o gr essi o n al o n g t h e a nt eri or t o 
p ost eri or of t h e d e v el o pi n g mi d g ut. W hil e cl o n es i n d u c e d d uri n g t h e pr e- p u p al st a g e ar e 
e q u all y li k el y t o b e f o u n d i n t h e a nt eri or, mi d dl e or p ost eri or of t h e a d ult g ut. Cl o n es 
i n d u c e d d uri n g l at er ti m e p oi nts f oll o w a m or e s p e cifi c p att er n. T h e r a w d at a f or t his 
a n al ysis c a n b e f o u n d i n T a bl e 1. I n bri ef, m ost of t h e cl o n es i n d u c e d at 2 4 hr s A P F ar e 
f o u n d i n t h e a nt eri or a d ult mi d g ut, cl o n es i n d u c e d at 4 8 hr s A P F ar e f o u n d i n t h e mi d dl e 
a d ult mi d g ut, a n d cl o n es i n d u c e d at 7 2 a n d 9 6 hr s A P F ar e f o u n d i n t h e p ost eri or a d ult 
mi d g ut.  
C o nsist e nt wit h o ur o bs er v ati o n t h at t h e a d ult mi d g ut d e v el o ps i n a n a nt eri or t o 
p ost eri or m a n n er, w e s a w t h at c ells u n d er g oi n g S- p h as e w hi c h c a n b e st ai n e d wit h a P H 3 
a nti b o d y, w er e f o u n d i n hi g h er n u m b er i n t h e a nt eri or at 2 4 hr s A P F, t h e mi d dl e at 4 8 hr s 
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T a bl e 1 . S u m m ar y of t h e r es ults of cl o n al a n al ysis c o m pl et e d as p er Fi g ur e 2. S h a d e d 
b o x es i n di c at e t h e ti m e w h e n m ost cl o n es w er e i n d u c e d: M ost a nt eri or cl o n es w er e 
i n d u c e d at 2 4 h o ur s A P F, m ost cl o n es f o u n d i n t h e mi d dl e mi d g ut w er e i n d u c e d at 4 8 
h o ur s A P F, a n d p ost eri or cl o n es w er e f o u n d i n e q u al m e as ur e w h e n cl o n es w er e i n d u c e d 
at 7 2 h o ur s a n d 9 6 h o ur s A P F. T ot al G uts i n di c at es n u m b er of i nt esti n es t h at u n d er w e nt 
h e at s h o c k at t h at ti m e. D e n o mi n at or of e a c h e x p eri m e nt al s a m pl e i n di c at es t h e n u m b er 
of i nt esti n es fr o m t h at s a m pl e s et t h at h a d a pr o d u cti v e h e at s h o c k t h at i n d u c e d a cl o n e. 
F or e x a m pl e: cl o n es w er e i n d u c e d i n 4 5 o ut of 6 0 of t h e 3 r d I nst ar l ar v a e t h at u n d er w e nt 
h e at s h o c k. Of t h es e 4 5 a ni m als wit h cl o n es, 1 8 h a d cl o n es i n t h e a nt eri or, 1 9 h a d cl o n es 



















A nt eri or Mi d dl e P ost eri or T ot a l G uts
3 r d I nst ar 1 8/ 4 5
( 4 0. 0 0 %)
1 9/ 4 5
( 4 2. 2 2 %)
8/ 4 5 
( 1 7. 7 8 %)
6 0
0 hr A P F 3 7/ 9 6 
( 3 8. 5 4 %)
3 6/ 9 6 
( 3 7. 5 0 %)
2 3/ 9 6 
( 9 6 %)
6 0
2 4 hr A P F 1 4/ 2 3 
( 6 0. 8 7 %)
1/ 2 3
( 4. 3 5 %)
8/ 2 3 
( 3 4. 7 8 %)
4 5
4 8 hr A P F 6/ 3 4 
( 1 7. 6 5 %)
1 7/ 3 4 
( 5 0. 0 0 %)
1 1/ 3 4 
( 3 2. 3 5 %)
6 0
7 2 hr A P F 4/ 4 6
( 8. 7 0 %)
5/ 4 6
( 1 0. 8 7 %)
3 7/ 4 6 
( 8 0. 4 3 %)
5 4
9 6 hr A P F 1 1/ 6 0
( 1 8. 3 3 %)
7/ 6 0
( 1 1. 6 7 %)
4 2/ 6 0 
( 7 0. 0 0 %)
7 5












Fi g u r e 3. P H 3 st ai ni n g r e pli c at es cl o n al a n al ysis d e m o n st r ati n g t h e a nt e ri o r t o 
p ost e ri o r d e v el o p m e nt of t h e a d ult mi d g ut.  
Gr a p h s u m m ari zi n g t h e a v er a g e n u m b er of P H 3 + c ells p er mi d g ut i n fli es of v ar yi n g 
a g es. Err or b ar s s h o w +/- st a n d ar d d e vi ati o n b et w e e n 1 0 mi d g uts a n al y z e d p er ti m e p oi nt. 
C ol or s i n di c at e t h e l ar v al or p u p al mi d g ut r e gi o n t h at w as s c or e d: a nt eri or mi d g ut 
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H N F 4  is e x p r ess e d d u ri n g a d ult mi d g ut d e v el o p m e nt, a n d u n d e r st a r v ati o n 
c o n diti o n s 
 H N F 4  w as n a m e d f or its r ol e i n h e p at o c yt e s p e cifi c ati o n, b ut is als o r e q uir e d c ell 
a ut o n o m o usl y f or t h e e m br y o ni c d e v el o p m e nt of t h e m o us e c ol o n, a n d t h e s p e cifi c ati o n 
of s o m e i nt esti n al c ells ( M orris e y et al., 1 9 9 8; G arris o n et al., 2 0 0 6).  H N F 4  i n 
Dr os o p hil a is k n o w n t o r e g ul at e m ulti pl e m et a b oli c p at h w a ys, a n d m e di at es e n d o d er m 
s p e cifi c ati o n i n t h e e m br y o. T o d et er mi n e if H N F 4 m a y pl a y a r ol e i n Dr os o p hil a mi d g ut 
d e v el o p m e nt, w e fir st c h ar a ct eri z e d its e x pr essi o n p att er n wit h a n a nti b o d y a g ai nst t h e 
D N A bi n di n g d o m ai n pr o vi d e d b y C. S. T h u m m el. W e f o u n d t h at H N F 4 h as a r e gi o n all y 
r estri ct e d e x pr essi o n p att er n i n t h e pr e- p u p al mi d g ut ( Fi g ur e 4 A- B),  e x pr essi n g i n t h e 
pr o v e ntri c ul us, g astri c c a e c a, R e gi o n A 1 b, t h e c o p p er a n d ir o n r e gi o n, a f e w c ells i n P 1, 
a n d e xt e nsi v el y i n P 5 a n d t h e hi n d g ut. H N F 4 is als o e x pr ess e d i n P 5 A M P s, d e n ot e d b y 
t h eir pr o xi mit y t o p eri p h er al c ells ( Fi g ur e 4 B).  
  H N F 4 is e x pr ess e d i n a s u bs et of di pl oi d c ells t hr o u g h o ut t h e l e n gt h of t h e p u p al 
mi d g ut b y 2 4 hr s A P F ( Fi g ur e 4 C), a n d i n all c ells at 7 2 hr s A P F ( Fi g ur e 4 D). T h e 
e x pr essi o n of t h e H N F 4 pr ot ei n b e c o m es v er y r estri ct e d b y 9 6 hr s A P F, h o w e v er, o nl y 
e x pr essi n g at t h e mi d g ut- hi n d g ut j u n cti o n ( Fi g ur e 4 E).   
  W e f ail e d t o s e e a n y H N F 4 pr ot ei n b y a nti b o d y st ai n i n t h e a d ult mi d g ut. 
H o w e v er, w h e n w e tr a nsf err e d wil d t y p e fli es t o st ar v ati o n m e di a, pr o vi di n g P B S- 1 x wit h 
a g ar al o n e, w e s a w n u cl e ar H N F 4 pr ot ei n aft er 3 6 h o ur s u n d er st ar v ati o n c o n diti o ns 
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Fi g u r e 4. H N F 4 is e x p r ess e d d u ri n g a d ult mi d g ut d e v el o p m e nt, a n d is als o 
e x p r ess e d u n d e r st a r v ati o n c o n diti o n s. ( A) pr e- p u p al mi d g ut; H N F 4 a nti b o d y ( gr e e n), 
D A PI ( m a g e nt a) ( B) c ells fr o m t h e p ost eri or 5 r e gi o n of t h e pr e- p u p al mi d g ut; H N F 4 
( gr e e n), S u( H) i d e ntif yi n g p eri p h er al c ells (r e d) ( C) mi d g ut, 2 4 h o ur s A P F, ( D) mi d g ut, 
7 2 hr A P F, ( E) mi d g ut, 9 6 hr A P F; H N F 4 ( gr e e n), D A PI ( m a g e nt a). ( F- G) a nt eri or 
mi d g ut fr o m a d ult f e m al e f e d a c o ntr ol di et ( F) or P B S- 1 x o nl y ( G); H N F 4 ( gr e e n), D A PI 





H N F 4
D A PI
pr e- p u p al st a g e
H N F 4
S u( H)
2 4 hr A P F
7 2 hr A P F




 9 0  
d e v el o p m e nt al or m et a b oli c r e g ul at or d uri n g d e v el o p m e nt, b ut is n ot r e q uir e d f or a d ult 
mi d g ut h o m e ost asis. I nst e a d, H N F 4  s wit c h es t o its r ol e m e di ati n g t h e st ar v ati o n r es p o ns e 
i n t h e a d ult mi d g ut.  
 
H N F 4 is r e q ui r e d f o r a d ult mi d g ut d e v el o p m e nt 
  M ost H N F 4  m ut a nts ar e di e d uri n g e m br y o g e n esis, b ut a tr a ns- h et er o z y g ot e c a n 
b e g e n er at e d t h at pr o d u c es v er y littl e f u n cti o n al pr ot ei n ( P al a n k er et al., 2 0 0 9). T h es e 
a ni m als u n d er g o d e v el o p m e nt m or e sl o wl y t h a n wil dt y p e, a n d a b o ut 5 0 % di e d uri n g 
e cl osi o n. W e c o m p ar e d t h e str u ct ur e of t h e s ur vi vi n g a d ult H N F 4  m ut a nt fli es t o fli es t h at 
h a d o n e m ut a nt c o p y of H N F 4.  W e f o u n d t h at s ur vi vi n g H N F 4  m ut a nts h a v e a 
m alf or m e d pr o v e ntri c ul o us, a n u n d efi n e d mi d dl e mi d g ut a n d w er e si g nifi c a ntl y s h ort er 
t h a n t h eir wil d t y p e c o u nt er p arts ( Fi g ur e 5 A- C). A d diti o n all y, H N F 4 m ut a nts ar e m or e 
s us c e pti bl e t o b a ct eri al i nf e cti o n, i d e ntifi a bl e b y D A PI st ai ni n g. T his c o ul d eit h er aris e 
fr o m a f ail ur e of t h e i m m u n e s yst e m t o r es p o n d t o i nf e cti o us b a ct eri a, or p er h a ps a f ail ur e 
t o est a blis h r e gi o n alit y t h at s u p p orts c ert ai n b a ct eri al c o m m u niti es.  
  W e p erf or m e d a nti b o d y st ai ni n g t o i d e ntif y t h e mi d g ut c ell t y p es i n t h e m ut a nt 
a n d wil dt y p e i nt esti n es, a n d c o u nt e d t h e n u m b er of e nt er o c yt es, e es ( pr os p er o +) a n d st e m 
c ells ( D elt a +) i n t h e a nt eri or a n d p ost eri or mi d g ut (f urt h er r e gi o n al i d e ntifi c ati o n w as n ot 
p ossi bl e si n c e t h e p h ysi c al c h ar a ct er of t h e m ut a nt mi d g uts w as alt er e d). Pr e vi o us st u di es 
h a v e s h o w n t h at diff er e nt r e gi o ns of t h e mi d g ut h a v e diff er e nt r ati os of e es, I S Cs, a n d 
E Cs ( M ari a n es a n d S pr a dli n g, 2 0 1 3). W e f o u n d t h at t h e c ell t y p e r ati os w er e u n alt er e d 
t hr o u g h o ut t h e mi d g ut, a n d m ost r es e m bl e d t h e r ati os f o u n d i n P 1 of wil dt y p e mi d g uts 








Fi g u r e 5. H N F 4 is r e q ui r e d f o r a d ult mi d g ut d e v el o p m e nt. ( A- B) 5 d a y ol d a d ult 
f e m al e mi d g ut fr o m H N F 4+/ - ( A) an d H N F 4 -/- ( B), D A PI (t e al). Arr o ws i d e ntif y 
st er e ot y pi c al c o nstri cti o ns i n t h e n or m al a d ult mi d g ut s urr o u n di n g t h e mi d dl e c o p p er 
r e gi o n. ( C) A v er a g e l e n gt h of wil d t y p e ( bl a c k) a n d H N F 4  m ut a nt ( gr e e n) i nt esti n es. 
S c al e b ar s +/- st a n d ar d d e vi ati o n fr o m 1 0 mi d g uts p er s a m pl e; * * * = p < 0. 0 0 5 (t- t est). ( D) 
P er c e nt of D elt a + ( gr a y), Pr os p er o + ( m a g e nt a) a n d e nt er o c yt es (t e al) i n t h e a nt eri or a n d 
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e nt er o c yt e  Pr o s p er o +
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M o d ul ati n g li pi d a v ail a bilit y i nfl u e n c es m et a b olis m r el at e d g e n es i n t h e p ost e ri o r 
mi d g ut. 
   W e p erf or m e d e xt e nsi v e R N A s e q u e n ci n g, t o u n d er st a n d h o w m o d ul ati n g li pi d 
l e v els i n t h e di et aff e cts t h e tr a ns cri pti o n al c h ar a ct er of mi d g ut r e gi o ns. W e a c q uir e d 
R N A tr a ns cri pts fr o m tri pli c at e s a m pl es of y 1 w 1  flies f e d a C D, L D or 4 x C di et, as w ell 
as Hr 9 6  m ut a nts, a n d o v er e x pr essi o n a ni m als. W e f o u n d t h at t h e g e n es si g nifi c a ntl y 
m o difi e d b y t h e e x p eri m e nt al tr e at m e nts v ari e d si g nifi c a ntl y wit h e a c h tr e at m e nt, b ut 
w er e c o nsist e nt a cr oss bi ol o gi c al r e pli c at es ( Fi g ur e 6 A). W e p erf or m e d G O a n al ysis t o 
i d e ntif y g e n e f a mili es si g nifi c a ntl y r e g ul at e d b y di et ar y c h a n g es, a n d f o u n d t h at t h e t hr e e 
m ost hi g hl y r e g ul at e d g e n e f a mili es w er e pr ot e ol ysis, tr a ns m e m br a n e tr a ns p ort, a n d li pi d 
m et a b olis m, all c at e g ori es t h at w e e x p e ct e d b as e d o n t h e n utri e nt c h a n g es ( Fi g ur e 6 B).  
  W e us e d c uff diff t o i d e ntif y t h e f ol d c h a n g e b et w e e n e x p eri m e nt al a n d c o ntr ol 
s a m pl es, i m p osi n g a 2 f ol d c ut off, wit h a p v al u e of si g nifi c a n c e < 0. 0 1. W e t h e n 
c o m p ar e d t h e list of si g nifi c a ntl y r e g ul at e d g e n es t o a list of g e n es i n v ol v e d i n 
m et a b olis m i n Dr os o p hil a a n d s u m m ari z e d t h e r es ults ( Fi g ur e 6 C). W e f o u n d t h at s o m e 
of t h e si g nifi c a ntl y r e g ul at e d g e n es di d o v erl a p b et w e e n s a m pl es ( Fi g ur e 4 D).  
  K n o wi n g m ost si g nifi c a ntl y r e g ul at e d g e n es w er e i n v ol v e d i n m et a b olis m, w e 
c o m p ar e d t h e f ol d c h a n g e b et w e e n L D, 4 x C, a n d Hr 9 6  m ut a nt p ost eri or mi d g uts ( Fi g ur e 
6 E). W e f o u n d t h at c h a n g es i n st er ol g e n es a n d f att y a ci d m et a b olis m g e n es i n Hr 9 6  
m ut a nts str o n gl y r es e m bl e d c h a n g es c a us e d b y f e e di n g a hi g h st er ol di et. C o n v er s el y, 
g e n es i n v ol v e d i n pr ot e ol ysis a n d pr ot ei n tr a ns p ort h a d si mil ar c h a n g es i n Hr 9 6  m ut a nt 
a n d u n d er a li pi d d e pl et e d di et. T h es e r es ults c o nfir m t h at c h a n gi n g li pi d a v ail a bilit y 
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Fi g u r e 6. M o d ul ati n g li pi d a v ail a bilit y i nfl u e n c es m et a b olis m r el at e d g e n es i n t h e 
p ost e ri o r mi d g ut. ( A) H e at m a p s h o wi n g c ol or c o d e d f ol d c h a n g e of tri pli c at e s a m pl es 
fr o m s e q u e n c e d R N A fr o m a ni m als f e d eit h er a L D or 4 x C di et, r el ati v e t o c o ntr ol. ( B) 
G e n e o nt ol o g y gr o u ps t h at w er e si g nifi c a ntl y r e g ul at e d b y m o d ul ati n g li pi d l e v els i n t h e 
di et. Si g nifi c a n c e is c ol or c o d e d as i n di c at e d. ( C) N u m b er of g e n es si g nifi c a ntl y u p or 
d o w n-r e g ul at e d i n diff er e nt s a m pl e c o n diti o ns. ( D) O v erl a p of si g nifi c a ntl y m o difi e d 
g e n es b et w e e n s a m pl es. ( E) F ol d c h a n g e of m et a b olis m g e n es si g nifi c a ntl y c h a n g e d i n 
e x p eri m e nt al s a m pl e r el ati v e t o c o ntr ol i n t h e p ost eri or mi d g ut. G e n es s h o w n h a d 
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si g n ali n g p at h w a ys, a n i m m u n e r es p o ns e, or ot h er r e g ul at or y p at h w a ys. T his i m pli es t h at 
d e v el o p m e nt al or si g n ali n g c h a n g es w e s e e as a r es ult of t h es e n utriti o n al c h a n g es ar e 
c a us e d b y tr a nsl ati o n al or p ost tr a nsl ati o n al r e g ul ati o n, or as a r es ult of t h e dir e ct 
i nt er a cti o n b et w e e n pr ot ei ns. 
M o d ul ati n g di et a r y li pi d s e v o k es r e gi o n al s p e cifi c c h a n g es i n g e n e e x p r essi o n.  
W e w er e i ntri g u e d b y t h e r es ult t h at diff er e nti ati o n of t h e p ost eri or mi d g ut w as 
str o n gl y i nfl u e n c e d b y li pi ds fr o m t h e di et, w hil e t h e a nt eri or w as n ot as str o n gl y aff e ct e d 
( C h a pt er 2). A n d s o, w e si m pl y c o m p ar e d t h e g e n es si g nifi c a ntl y r e g ul at e d b y li pi d 
d e pl eti o n or a hi g h st er ol di et i n t h e a nt eri or mi d g ut vs. t h e p ost eri or. W e f o u n d t h at t h e 
n u m b er of g e n es o v erl a p pi n g b et w e e n t h es e s a m pl es w as v er y si g nifi c a ntl y, a n d m u c h 
hi g h er t h a n w h at w o ul d b e e x p e ct e d b y c h a n c e b as e d o n t h e s a m pl e si z es ( Fi g ur e 7 A). 
T h e m aj orit y of g e n es u pr e g ul at e d b y li pi d d e pl eti o n i n t h e a nt eri or a n d p ost eri or w er e 
i n v ol v e d i n c ar b o h y dr at e m et a b olis m a n d tr a ns m e m br a n e pr ot ei n tr a ns p ort, w hil e g e n es 
d o w nr e g ul at e d w er e oft e n pr ot e as es ( Fi g ur e 7 B). W e als o p erf or m e d g e n e o nt ol o g y 
a n al ysis o n g e n es diff er e nti all y r e g ul at e d i n t h e a nt eri or or p ost eri or mi d g ut f oll o wi n g a 
di et ar y c h a n g e, b ut n ot i n b ot h r e gi o ns ( Fi g ur e 7 C). W e f o u n d s o m e u ni q u e g e n es w er e 
u p-r e g ul at e d i n t h e a nt eri or t h at ar e i n v ol v e d i n i n n at e i m m u nit y, s p hi n g oli pi d 
m et a b olis m, a n d li pi d bi os y nt h esis. T h e g e n e lists pr o d u c e d b y t his a n al ysis ar e a v ail a bl e 





Fi g u r e 7. M o d ul ati n g di et a r y li pi d s e v o k es r e gi o n al s p e cifi c c h a n g es i n g e n e 
e x p r essi o n. ( A) N u m b er of o v erl a p pi n g g e n es, a n d si g nifi c a n c e of t h e o v erl a p r el ati v e t o 
t ot al g e n es i n t h e g e n o m e. ( B) w ei g ht e d r e pr es e nt ati o n of c at e g ori es of g e n es t h at ar e 
si g nifi c a ntl y r e g ul at e d b y di et i n b ot h t h e p ost eri or a n d a nt eri or mi d g ut. ( C) w ei g ht e d 
r e pr es e nt ati o n of c at e g ori es of g e n es t h at ar e si g nifi c a ntl y r e g ul at e d b y di et i n eit h er t h e 
a nt eri or or p ost eri or mi d g ut, b ut n ot b ot h.  
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D I S C U S SI O N  
 
 
T h e a n at o mi c al diff er e n c es b et w e e n t h e l ar v al a n d a d ult mi d g ut m a y b e a r es ult of 
diff er e n c es i n t h eir f e e di n g h a bits. L ar v a e utili z e m o ut h h o o ks t o i n g est s oli d f o o d 
c o nti n u o usl y t o s ust ai n r a pi d gr o wt h, e v e n r es orti n g t o c a n ni b alis m d uri n g ti m es of str ess 
a n d st ar v ati o n ( Vij e n dr a v ar m a, 2 0 1 3). I n c o ntr ast, a d ult fli es i nt er mitt e ntl y i n g est li q ui d 
n utri e nts t hr o u g h t h eir pr o b os cis. A m aj or sit e of di g esti o n i n t h e l ar v al mi d g ut ar e f o ur 
g astri c c e c a i n t h e a nt eri or mi d g ut. T h es e s m all e pit h eli al r e gi o ns ar e li pi d d e ns e, a n d 
a bs or b a l ar g e p orti o n of i n g est e d n utri e nts ( N ati o n, 2 0 0 2). T his f e e di n g diff er e n c es m a y 
b e r efl e ct e d i n t h e or d er of t h e r e gi o ns c h ar a ct eri z e d h er e, n a m el y t h at t h e fir st l ar v al 
mi d g ut r e gi o n is r es p o nsi bl e f or a b ul k of li pi d pr o c essi n g. I nt er esti n gl y, b ut t h e l ar v al 
a n d a d ult mi d g ut h a v e a li pi d ri c h r e gi o n i m m e di at el y f oll o wi n g a n a ci d pr o d u ci n g 
r e gi o n. T his s u g g ests t h at m et al pr o c essi n g, or a ci d s e cr eti o n m a y b e i m p ort a nt f or 
pr o c essi n g li pi ds fr o m t h e di et t o ai d t h eir a bs or pti o n i n l at er r e gi o ns.  
W e i d e ntifi e d s e v er al G A L 4 dri v er s a n d ot h er t o ols t h at m a y b e us ef ul f or f urt h er 
st u di es i n t h e p u p al mi d g ut. H o w e v er, o ur a n al ysis of A M P s a n d a d ult mi d g ut 
est a blis h m e nt s u g g est t h at mi gr ati o n d o es n ot o c c ur, a n d t h at r at h er t h a n b ei n g p att er n e d 
i n t h e l ar v al mi d g ut, A M P s r e c ei v e n e w w a v es of si g n als d uri n g p u p ati o n fr o m a 
pri miti v e m es o d er m t h at i nf or ms t h eir diff er e nti ati o n d e cisi o ns. T his is c o nsist e nt wit h 
r es ults p u blis h e d wit hi n t h e l ast f e w y e ar s st u d yi n g t h e p u p al mi d g ut ( T a k as hi m a et al., 
2 0 1 1; Dri v er a n d O hlst ei n, 2 0 1 4). W e f o u n d t h at t h e a d ult mi d g ut is est a blis h e d usi n g t h e 
s a m e m et h o d m a n y ot h er tiss u es h a v e a d o pt e d t hr o u g h o ut e v ol uti o n, a n a nt eri or t o 
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P er h a ps t h e m ost i nt er esti n g ar e a f or f urt h er st u d y is t h e a n al ysis usi n g t h e H N F 4 
m ut a nt all el es b e g u n i n t his c h a pt er. W e f o u n d t h at a p pr o xi m at el y 3 0 % of H N F 4 m ut a nts 
s ur vi v e t o a d ult h o o d, b ut t h at t h e y h a v e a m alf or m e d mi d g ut, a n d ar e s us c e pti bl e t o 
b a ct eri al i nf e cti o n. I nt er esti n gl y, t h e c ell t y p e r ati os of t h e a nt eri or H N F 4  m ut a nt mi d g ut 
r es e m bl es t h at of t h e p ost eri or wil dt y p e mi d g ut. C o n v er s el y, t h e p ost eri or m ut a nt mi d g ut 
r ati os w er e u n c h a n g e d c o m p ar e d t o wil dt y p e. Si n c e H N F 4 is r e q uir e d f or e n d o d er m 
s p e cifi c ati o n a n d g ut d e v el o p m e nt i n m a m m als, it is p ossi bl e t h at it s er v es a si mil ar 
d e v el o p m e nt al r ol e i n Dr os o p hil a.  P er h a ps H N F 4 h as t w o r ol es, fir st as a d e v el o p m e nt al 
r e g ul at or d uri n g p u p ati o n, a n d t h e n a st ar v ati o n s e ns or i n a d ult h o o d. It w o ul d h ar dl y b e 
u ni q u e if it di d s o, si n c e bi ol o g y oft e n r e c y cl es si g n ali n g m ol e c ul es a n d p at h w a ys, a n d 
t h e n c o nt e xt of d e v el o p m e nt pr o vi d es a m u c h diff er e nt e n vir o n m e nt t h a n a d ult lif e.  
If H N F 4 d o es h a v e a d e v el o p m e nt al r ol e, it mi g ht a ct t o s p e cif y t h e a nt eri or, a n d 
p ossi bl y mi d dl e mi d g ut as disti n ct fr o m t h e p ost eri or, si n c e all r e gi o ns r es e m bl e d t h e 
p ost eri or i n t h eir c ell ul ar m a k e u p. Si n c e H N F 4 m ut a nts l a c k t h e c o nstri cti o ns t h at 
n ei g h b or t h e pr o v e ntri c ul o us a n d mi d dl e mi d g ut, it is p ossi bl e t h at H N F 4 a cts i n t h e 
e n d o d er m t o r e g ul at e si g n als t o t h e m es o d er m t h e pr o vi d e t h e st er e ot y pi c al m us cl e 
c o nstri cti o ns s e e n i n wil d t y p e mi d g uts. I n s u m, t his d at a s u g g ests t h at H N F 4 is a n 
i m p ort a nt pl a y er i n a d ult mi d g ut d e v el o p m e nt a n d h o m e ost asis.  
Fi n all y, t his c h a pt er pr es e nts t h e i niti al a n al ysis of a n R N A s e q u e n ci n g d at a t h at is 
t h e fir st of its ki n d t o c o m p ar e m ulti pl e r e gi o ns of t h e s a m e tiss u e, di et ar y p ert ur b ati o ns, 
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A P P E N D I X  
 
 
T h e f oll o wi n g t a bl es w er e c o m pil e d fr o m s e q u e n ci n g d at a pr es e nt e d i n C h a pt er s 2 
a n d 3. T h es e lists hi g hli g ht t h e s p e cifi cit y of tr a ns cri pti o n al c h a n g es c a us e d b y di et ar y 
c h a n g es i n Dr os o p hil a , a n d m a y b e a h el pf ul r ef er e n c e f or r es e ar c h e x pl ori n g t h e r e gi o n al 
eff e cts c a us e d m y c h a n g es i n di et ar y li pi ds. T h e t a bl es c o nt ai n lists of g e n es i n v ol v e d i n 
m et a b olis m t h at ar e aff e ct e d b y di et.  
T h e fi n al t a bl e c o nt ai ns a r ef er e n c e list of g e n es c urr e ntl y k n o w n t o b e i n v ol v e d i n 
m et a b oli c p at h w a ys i n Dr os o p hil a m el a n o g ast er  at t h e ti m e of t his a n al ysis. T h es e lists 
w er e c o m pil e d usi n g d at a fr o m Fl y B as e w hi c h is fr e el y a c c essi bl e at w w w.fl y b as e. or g , 
a n d s u p p ort e d b y t h e N ati o n al H u m a n G e n o m e R es e ar c h I ntit ut ut e at t h e U. S. N ati o n al 
I nstit ut es of H e alt h, t h e Britis h M e di c al R es e ar c h C o u n cil, a n d t h e I n di a n a G e n o mi cs 
I niti ati v e. 
 
M et a b oli s m g e n e s u p r e g ul at e d b y li pi d d e pl eti o n r el ati v e t o c o ntr ol: A nt eri o r  
G e n e N a m e  Fl y - B a s e I D M et a b oli c P at h w a y 
C G 3 1 0 7 5  F B g n 0 0 5 1 0 7 5  a a c at a b oli s m 
H n  F B g n 0 0 0 1 2 0 8  a a c at a b oli s m 
C G 1 4 6 3 0  F B g n 0 0 1 4 9 0 3  b- o xi d ati o n 
M al -A 3  F B g n 0 0 0 2 5 7 1  c ar b br e a k d o w n 
M e n  F B g n 0 0 0 2 7 1 9  citri c a ci d c y cl e 
mt: N D 3  F B g n 0 0 1 3 6 8 1  el e ctr o n tr a n s p ort 
P e p c k F B g n 0 0 0 3 0 6 7  gl u c o n e o g e n e si s 
C G 1 4 2 0 5  F B g n 0 0 3 1 0 3 4  gl u c o s e 
C G 1 0 9 6 0  F B g n 0 0 3 6 3 1 6  gl u c o s e tr a n s p ort 
C G 1 2 0 8  F B g n 0 0 3 7 3 8 6  gl u c o s e tr a n s p ort 
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T h or  F B g n 0 2 6 1 5 6 0  i n s uli n/ T O R 
Li p 3  F B g n 0 0 2 3 4 9 5  li p a s e 
Ni n a E  F B g n 0 2 6 1 2 4 4  li p a s e 
C G 1 5 5 3 1  F B g n 0 0 3 9 7 5 5  li pi d m et a b oli s m 
C G 1 2 5 1 2  F B g n 0 0 3 1 7 0 3  li pi d m et a b oli s m 
C G 9 7 4 3  F B g n 0 0 3 9 7 5 6  li pi d m et a b oli s m 
C y p 6 a 8 F B g n 0 0 1 3 7 7 2  li pi d m et a b oli s m 
F a d 2  F B g n 0 0 2 9 1 7 2  li pi d m et a b oli s m 
b g m  F B g n 0 0 2 7 3 4 8  li pi d m et a b oli s m 
el o F  F B g n 0 0 3 7 7 6 2  li pi d m et a b oli s m 
C G 3 8 1 2  F B g n 0 0 3 0 4 2 1  li pi d s y nt h e si s 
C G 1 5 5 3 3  F B g n 0 0 3 9 7 6 8  s p hi n g oli pi d c at a b oli s m 
C G 1 5 5 3 4  F B g n 0 0 3 9 7 6 9  s p hi n g oli pi d c at a b oli s m 
C G 3 1 4 1 4  F B g n 0 0 5 1 4 1 4  s p hi n g oli pi d m et a b oli s m 
C G 3 1 1 4 8  F B g n 0 0 5 1 1 4 8  s p hi n g oli pi d m et a b oli s m 
N p c 1 b F B g n 0 2 6 1 6 7 5  st er ol tr affi c 
N p c 2 a F B g n 0 0 3 1 3 8 1  st er ol tr affi c 
N p c 2 e F B g n 0 0 5 1 4 1 0  st er ol tr affi c 
Hr 9 6  F B g n 0 0 1 5 2 4 0  tr a n s cri pti o n 
 
 
M et a b oli s m g e n e s d o w n r e g ul at e d b y li pi d d e pl eti o n r el ati v e t o c o ntr ol: A nt eri o r  
G e n e N a m e  Fl y - B a s e I D M et a b oli c P at h w a y 
C G 8 1 1 2  F B g n 0 0 3 7 6 1 2  c h ol e st er ol m et a b oli s m 
A c o n F B g n 0 0 1 0 1 0 0  citri c a ci d c y cl e 
I n d y F B g n 0 0 3 6 8 1 6  citri c a ci d c y cl e 
slif F B g n 0 0 3 7 2 0 3  i n s uli n/ T O R 
b m m  F B g n 0 0 3 6 4 4 9  li p a s e 
Y p 2  F B g n 0 0 0 5 3 9 1  li p a s e 
Y p 3  F B g n 0 0 0 4 0 4 7  li p a s e 
C G 1 7 1 8  F B g n 0 0 3 1 1 7 0  li pi d m et a b oli s m 
f u 1 2 F B g n 0 0 2 6 7 1 8  li pi d s y nt h e si s 
l a z a F B g n 0 0 3 7 1 6 3  li pi d s y nt h e si s 




 1 0 0  
Z w  F B g n 0 0 0 4 0 5 7  p e nt o s e P O 4 s h u nt * 
C er k  F B g n 0 0 3 7 3 1 5  s p hi n g oli pi d m et a b oli s m 
s u g F B g n 0 0 3 3 7 8 2  tr a n s cri pti o n 
 
M et a b oli s m g e n e s u p r e g ul at e d b y e ct o pi c c h ol e st er ol r el ati v e t o c o ntr ol: A nt eri o r  
G e n e N a m e  Fl y - B a s e I D M et a b oli c P at h w a y 
C G 3 1 0 7 5  F B g n 0 0 5 1 0 7 5  a a c at a b oli s m 
C G 1 7 5 9 7  F B g n 0 0 3 2 7 1 5  b- o xi d ati o n 
A c C o A S F B g n 0 0 1 2 0 3 4  b- o xi d ati o n 
A c o x 5 7 D- p F B g n 0 0 3 4 6 2 8  b- o xi d ati o n 
C G 1 0 4 1  F B g n 0 0 3 7 4 4 0  b- o xi d ati o n 
C G 2 1 0 7  F B g n 0 0 3 5 3 8 3  b- o xi d ati o n 
C G 4 5 9 4  F B g n 0 0 3 2 1 6 1  b- o xi d ati o n 
C G 8 9 2 5  F B g n 0 0 3 8 4 0 4  b- o xi d ati o n 
C G 9 5 4 7  F B g n 0 0 3 1 8 2 4  b- o xi d ati o n 
yi p 2 F B g n 0 0 4 0 0 6 4  b- o xi d ati o n 
C G 1 4 6 3 0  F B g n 0 0 1 4 9 0 3  b- o xi d ati o n 
w h d  F B g n 0 2 6 1 8 6 2  b- o xi d ati o n 
M al -A 2  F B g n 0 0 0 2 5 6 9  c ar b br e a k d o w n 
M al -A 3  F B g n 0 0 0 2 5 7 1  c ar b br e a k d o w n 
M al -A 7  F B g n 0 0 3 3 2 9 6  c ar b br e a k d o w n 
M al -A 8  F B g n 0 0 3 3 2 9 7  c ar b br e a k d o w n 
M e n  F B g n 0 0 0 2 7 1 9  citri c a ci d c y cl e 
A T P C L  F B g n 0 0 2 0 2 3 6  citri c a ci d c y cl e 
I d h F B g n 0 0 0 1 2 4 8  citri c a ci d c y cl e 
C G 1 7 7 4  F B g n 0 0 3 9 8 5 6  f att y a ci d s y nt h e si s 
C G 3 5 2 3  F B g n 0 2 8 3 4 2 7  f att y a ci d s y nt h e si s 
f b p F B g n 0 0 3 2 8 2 0  gl u c o n e o g e n e si s 
C G 1 4 2 0 5  F B g n 0 0 3 1 0 3 4  gl u c o s e 
C G 1 2 0 8  F B g n 0 0 3 7 3 8 6  gl u c o s e tr a n s p ort 
C G 1 1 2 0 8  F B g n 0 0 3 4 4 8 8  gl y o x yl at e c at a b oli s m 
T h or  F B g n 0 2 6 1 5 6 0  i n s uli n/ T O R 
C G 5 9 6 6  F B g n 0 0 2 9 8 3 1  li p a s e 
Li p 3  F B g n 0 0 2 3 4 9 5  li p a s e 




 1 0 1  
C G 3 6 3 5  F B g n 0 0 3 2 9 8 1  li p a s e 
C G 6 2 9 5  F B g n 0 0 3 9 4 7 1  li p a s e 
C G 1 2 5 1 2  F B g n 0 0 3 1 7 0 3  li pi d m et a b oli s m 
C G 3 9 6 1  F B g n 0 0 3 6 8 2 1  li pi d m et a b oli s m 
D e s at 1 F B g n 0 0 8 6 6 8 7  li pi d m et a b oli s m 
C G 2 7 8 1  F B g n 0 0 3 7 5 3 4  li pi d m et a b oli s m 
C G 9 7 4 3  F B g n 0 0 3 9 7 5 6  li pi d m et a b oli s m 
b g m  F B g n 0 0 2 7 3 4 8  li pi d m et a b oli s m 
C G 1 1 4 2 6  F B g n 0 0 3 7 1 6 6  li pi d s y nt h e si s 
C G 4 7 2 9  F B g n 0 0 3 6 6 2 3  li pi d s y nt h e si s 
L p R 1  F B g n 0 0 6 6 1 0 1  li p o pr ot ei n tr a n s p ort 
C G 3 2 2 5 0  F B g n 0 0 5 2 2 5 0  p er o xi s o m e 
C at  F B g n 0 0 0 0 2 6 1  p er o xi s o m e 
P e x 1 4 F B g n 0 0 3 7 0 2 0  p er o xi s o m e 
P d k  F B g n 0 0 1 7 5 5 8  p yr u v at e d e h y dr o g e n a s e 
C G 1 5 5 3 4  F B g n 0 0 3 9 7 6 9  s p hi n g oli pi d c at a b oli s m 
C G 3 1 1 4 8  F B g n 0 0 5 1 1 4 8  s p hi n g oli pi d m et a b oli s m 
N p c 1 b F B g n 0 2 6 1 6 7 5  st er ol tr affi c 
N p c 2 e F B g n 0 0 5 1 4 1 0  st er ol tr affi c 
Hr 9 6  F B g n 0 0 1 5 2 4 0  tr a n s cri pti o n 
s u g F B g n 0 0 3 3 7 8 2  tr a n s cri pti o n 
C G 1 3 1 5  F B g n 0 0 2 6 5 6 5  ur e a c y cl e 
 
 
M et a b oli s m g e n e s d o w n r e g ul at e d b y e ct o pi c c h ol e st er ol r el ati v e t o c o ntr ol: A nt eri o r  
s a nt a- m ari a  F B g n 0 0 2 5 6 9 7  f att y a ci d s y nt h e si s 
C G 1 0 9 6 0  F B g n 0 0 3 6 3 1 6  gl u c o s e tr a n s p ort 
Il p 3 F B g n 0 0 4 4 0 5 0  i n s uli n/ T O R 
I nR F B g n 0 2 8 3 4 9 9  i n s uli n/ T O R 
C G 3 1 0 8 9  F B g n 0 0 5 1 0 8 9  li p a s e 
C G 3 1 0 9 1  F B g n 0 0 5 1 0 9 1  li p a s e 
Y p 2  F B g n 0 0 0 5 3 9 1  li p a s e 
Y p 3  F B g n 0 0 0 4 0 4 7  li p a s e 
l a z a F B g n 0 0 3 7 1 6 3  li pi d s y nt h e si s 




 1 0 2  
C G 3 3 7 6  F B g n 0 0 3 4 9 9 7  s p hi n g oli pi d c at a b oli s m 
C D a s e F B g n 0 0 3 9 7 7 4  s p hi n g oli pi d c at a b oli s m 
C G 1 5 5 3 3  F B g n 0 0 3 9 7 6 8  s p hi n g oli pi d c at a b oli s m 
 
M et a b oli s m g e n e s u p r e g ul at e d b y li pi d d e pl eti o n r el ati v e t o c o ntr ol: P o st eri o r  
C G 3 7 9 0  F B g n 0 0 3 3 7 7 8  b- o xi d ati o n 
M al -A 7  F B g n 0 0 3 3 2 9 6  c ar b br e a k d o w n 
mt: N D 4  F B g n 0 2 6 2 9 5 2  el e ctr o n tr a n s p ort  
mt: N D 5  F B g n 0 0 1 3 6 8 4  el e ctr o n tr a n s p ort 
mt: N D 6  F B g n 0 0 1 3 6 8 5  el e ctr o n tr a n s p ort 
A C C  F B g n 0 0 3 3 2 4 6  f att y a ci d s y nt h e si s 
P e p c k F B g n 0 0 0 3 0 6 7  gl u c o n e o g e n e si s 
C G 6 4 8 4  F B g n 0 0 3 4 2 4 7  gl u c o s e tr a n s p ort 
I m p L 2 F B g n 0 0 0 1 2 5 7  i n s uli n/ T O R 
Li p 3  F B g n 0 0 2 3 4 9 5  li p a s e 
C G 1 5 5 3 1  F B g n 0 0 3 9 7 5 5  li pi d m et a b oli s m 
C G 9 7 4 7  F B g n 0 0 3 9 7 5 4  li pi d m et a b oli s m 
C G 1 7 6 4 6  F B g n 0 2 6 4 4 9 4  li pi d m et a b oli s m 
C G 3 8 1 2  F B g n 0 0 3 0 4 2 1  li pi d s y nt h e si s 
C G 3 1 4 1 4  F B g n 0 0 5 1 4 1 4  s p hi n g oli pi d m et a b oli s m 
C G 3 1 4 1 3  F B g n 0 0 5 1 4 1 3  s p hi n g oli pi d m et a b oli s m 
N p c 2 a F B g n 0 0 3 1 3 8 1  st er ol tr affi c  
N p c 1 b F B g n 0 2 6 1 6 7 5  st er ol tr affi c 
N p c 2 e F B g n 0 0 5 1 4 1 0  st er ol tr affi c 
 
M et a b oli s m g e n e s d o w n r e g ul at e d b y li pi d d e pl eti o n r el ati v e t o c o ntr ol: P o st eri o r  
C G 8 6 6 5  F B g n 0 0 3 2 9 4 5  a a c at a b oli s m 
G d h  F B g n 0 0 0 1 0 9 8  a a c at a b oli s m 
C G 4 6 3 0  F B g n 0 0 3 3 8 0 9  b- o xi d ati o n  
A c o x 5 7 D- d F B g n 0 0 3 4 6 2 9  b- o xi d ati o n 
F at p  F B g n 0 2 6 7 8 2 8  b- o xi d ati o n 
M al -A 3  F B g n 0 0 0 2 5 7 1  c ar b br e a k d o w n 
C G 8 1 1 2  F B g n 0 0 3 7 6 1 2  c h ol e st er ol m et a b oli s m 
C G 1 0 9 6 0  F B g n 0 0 3 6 3 1 6  gl u c o s e tr a n s p ort 




 1 0 3  
Gl ut 1  F B g n 0 2 6 4 5 7 4  gl u c o s e tr a n s p ort  
G p d h  F B g n 0 0 0 1 1 2 8  gl y c ol y si s 
slif F B g n 0 0 3 7 2 0 3  i n s uli n/ T O R 
C G 3 1 0 8 9  F B g n 0 0 5 1 0 8 9  li p a s e 
C G 2 7 7 2  F B g n 0 0 3 1 5 3 3  li p a s e 
C G 3 6 3 5  F B g n 0 0 3 2 9 8 1  li p a s e 
Y p 1  F B g n 0 0 0 4 0 4 5  li p a s e 
Y p 2  F B g n 0 0 0 5 3 9 1  li p a s e 
Y p 3  F B g n 0 0 0 4 0 4 7  li p a s e 
C G 1 7 1 8  F B g n 0 0 3 1 1 7 0  li pi d m et a b oli s m 
C G 5 8 5 3  F B g n 0 0 3 2 1 6 7  li pi d m et a b oli s m 
b g m  F B g n 0 0 2 7 3 4 8  li pi d m et a b oli s m 
C G 4 7 5 3  F B g n 0 0 3 6 6 2 2  li pi d s y nt h e si s 
f u 1 2 F B g n 0 0 2 6 7 1 8  li pi d s y nt h e si s 
l a z a F B g n 0 0 3 7 1 6 3  li pi d s y nt h e si s 
P d k  F B g n 0 0 1 7 5 5 8  p yr u v at e d e h y dr o g e n a s e 
C G 3 3 7 6  F B g n 0 0 3 4 9 9 7  s p hi n g oli pi d c at a b oli s m 
C G 1 5 5 3 4  F B g n 0 0 3 9 7 6 9  s p hi n g oli pi d c at a b oli s m 
C D a s e F B g n 0 0 3 9 7 7 4  s p hi n g oli pi d c at a b oli s m 
C er k  F B g n 0 0 3 7 3 1 5  s p hi n g oli pi d m et a b oli s m 
N p c 2 c F B g n 0 0 3 7 7 8 3  st er ol tr affi c 
N p c 2 g F B g n 0 0 3 9 8 0 0  st er ol tr affi c 
N p c 2 d F B g n 0 0 3 7 7 8 2  st er ol tr affi c 
s u g F B g n 0 0 3 3 7 8 2  tr a n s cri pti o n 
 
M et a b oli s m g e n e s u p r e g ul at e d b y li pi d d e pl eti o n r el ati v e t o c o ntr ol: P o st eri o r  
C G 3 1 0 7 5  F B g n 0 0 5 1 0 7 5  a a c at a b oli s m 
C G 1 7 5 9 7  F B g n 0 0 3 2 7 1 5  b- o xi d ati o n 
A m y - d F B g n 0 0 0 0 0 7 8  c ar b br e a k d o w n 
A m y - p F B g n 0 0 0 0 0 7 9  c ar b br e a k d o w n 
mt: N D 3  F B g n 0 0 1 3 6 8 1  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 3 5 2 3  F B g n 0 2 8 3 4 2 7  f att y a ci d s y nt h e si s 
C G 1 7 7 4  F B g n 0 0 3 9 8 5 6  f att y a ci d s y nt h e si s 
P e p c k F B g n 0 0 0 3 0 6 7  gl u c o n e o g e n e si s 




 1 0 4  
C G 1 1 2 0 8  F B g n 0 0 3 4 4 8 8  gl y o x yl at e c at a b oli s m 
I m p L 2 F B g n 0 0 0 1 2 5 7  i n s uli n/ T O R 
T h or  F B g n 0 2 6 1 5 6 0  i n s uli n/ T O R 
Li p 3  F B g n 0 0 2 3 4 9 5  li p a s e 
C G 5 9 6 6  F B g n 0 0 2 9 8 3 1  li p a s e 
m a g  F B g n 0 0 3 6 9 9 6  li p a s e 
C G 1 5 5 3 1  F B g n 0 0 3 9 7 5 5  li pi d m et a b oli s m 
C G 3 9 6 1  F B g n 0 0 3 6 8 2 1  li pi d m et a b oli s m 
C G 1 2 5 1 2  F B g n 0 0 3 1 7 0 3  li pi d m et a b oli s m 
D e s at 1 F B g n 0 0 8 6 6 8 7  li pi d m et a b oli s m 
D e s at 2 F B g n 0 0 4 3 0 4 3  li pi d m et a b oli s m 
C G 3 8 1 2  F B g n 0 0 3 0 4 2 1  li pi d s y nt h e si s 
C G 3 1 4 1 4  F B g n 0 0 5 1 4 1 4  s p hi n g oli pi d m et a b oli s m 
N p c 2 c F B g n 0 0 3 7 7 8 3  st er ol tr affi c 
 
M et a b oli s m g e n e s d o w n r e g ul at e d b y li pi d d e pl eti o n r el ati v e t o c o ntr ol: P o st eri o r  
I n R F B g n 0 2 8 3 4 9 9  i n s uli n/ T O R 
Il p 3 F B g n 0 0 4 4 0 5 0  i ns uli n/ T O R 
C G 3 1 0 8 9  F B g n 0 0 5 1 0 8 9  li p a s e 
C G 3 1 0 9 1  F B g n 0 0 5 1 0 9 1  li p a s e 
C G 3 3 7 6  F B g n 0 0 3 4 9 9 7  s p hi n g oli pi d c at a b oli s m 
 
M et a b oli s m g e n e s u p r e g ul at e d i n Hr 9 6  m ut a nt r el ati v e t o c o ntr ol: A nt eri o r  
l e v y F B g n 0 0 3 4 8 7 7  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 8 6 6 5  F B g n 0 0 3 2 9 4 5  a a c at a b oli s m 
C G 9 5 2 7  F B g n 0 0 3 1 8 1 3  b- o xi d ati o n 
C G 1 7 5 9 7  F B g n 0 0 3 2 7 1 5  b- o xi d ati o n 
t o bi F B g n 0 2 6 1 5 7 5  c ar b br e a k d o w n 
S d h C  F B g n 0 0 3 7 8 7 3  citri c a ci d c y cl e 
C G 3 4 4 6  F B g n 0 0 2 9 8 6 8  el e ctr o n tr a n s p ort 
R F e S P  F B g n 0 0 2 1 9 0 6  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 8 6 8 0  F B g n 0 0 3 1 6 8 4  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 7 7 1 2  F B g n 0 0 3 3 5 7 0  el e ctr o n tr a n s p ort 




 1 0 5  
P d s w F B g n 0 0 2 1 9 6 7  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 4 4 8 2  F B g n 0 0 3 4 2 4 5  el e ctr o n tr a n s p ort 
mt: N D 6  F B g n 0 0 1 3 6 8 5  el e ctr o n tr a n s p ort 
e m p  F B g n 0 0 1 0 4 3 5  f att y a ci d s y nt h e si s 
C G 1 7 1 0 8  F B g n 0 0 3 2 2 8 5  f att y a ci d s y nt h e si s 
C G 1 4 2 0 5  F B g n 0 0 3 1 0 3 4  gl u c o s e 
C G 1 0 9 6 0  F B g n 0 0 3 6 3 1 6  gl u c o s e tr a n s p ort 
H e x - C F B g n 0 0 0 1 1 8 7  gl y c ol y si s 
C G 1 1 2 0 8  F B g n 0 0 3 4 4 8 8  gl y o x yl at e c at a b oli s m 
S p at  F B g n 0 0 1 4 0 3 1  gl y o x yl at e c at a b oli s m 
C G 1 7 2 9 2  F B g n 0 0 3 2 0 2 9  li p a s e 
C G 3 9 6 1  F B g n 0 0 3 6 8 2 1  li pi d m et a b olis m 
D e s at 1 F B g n 0 0 8 6 6 8 7  li pi d m et a b oli s m 
C G 1 7 6 4 6  F B g n 0 2 6 4 4 9 4  li pi d m et a b oli s m 
C G 1 5 5 3 1  F B g n 0 0 3 9 7 5 5  li pi d m et a b oli s m 
F a d 2  F B g n 0 0 2 9 1 7 2  li pi d m et a b oli s m 
D e s at 2 F B g n 0 0 4 3 0 4 3  li pi d m et a b oli s m 
L p R 1  F B g n 0 0 6 6 1 0 1  li p o pr ot ei n tr a n s p ort 
P e ct F B g n 0 0 3 2 4 8 2  s p hi n g oli pi d m et a b oli s m 
N p c 2 a F B g n 0 0 3 1 3 8 1  st er ol tr affi c 
N p c 2f F B g n 0 0 3 9 1 5 4  st er ol tr affi c 
N p c 2 e F B g n 0 0 5 1 4 1 0  st er ol tr affi c 
s u g F B g n 0 0 3 3 7 8 2  tr a n s cri pti o n 
C G 1 3 1 5  F B g n 0 0 2 6 5 6 5  ur e a c y cl e 
 
M et a b oli s m g e n e s d o w n r e g ul at e d i n Hr 9 6  m ut a nt r el ati v e t o c o ntr ol: A nt eri o r  
G st Z 1 F B g n 0 0 3 7 6 9 6  a a c at a b oli s m 
C G 4 5 9 4  F B g n 0 0 3 2 1 6 1  b- o xi d ati o n 
M al -A 4  F B g n 0 0 3 3 2 9 4  c ar b br e a k d o w n 
M al -A 3  F B g n 0 0 0 2 5 7 1  c ar b br e a k d o w n 
M e n - b F B g n 0 0 2 9 1 5 5  citri c a ci d c y cl e 
A C C  F B g n 0 0 3 3 2 4 6  f att y a ci d s y nt h e si s 
C G 1 2 0 8  F B g n 0 0 3 7 3 8 6  gl u c o s e tr a n s p ort 




 1 0 6  
gi g  F B g n 0 0 0 5 1 9 8  i n s uli n/ T O R 
S C O T  F B g n 0 0 3 5 2 9 8  k et o n e b o d y c at a b oli s m 
i n a E F B g n 0 2 6 1 2 4 4  li p a s e 
Y p 3  F B g n 0 0 0 4 0 4 7  li p a s e 
C G 3 1 0 8 9  F B g n 0 0 5 1 0 8 9  li p a s e 
l a z a F B g n 0 0 3 7 1 6 3  li pi d s y nt h e si s 
Mt p  F B g n 0 2 6 6 3 6 9  li pi d tr affi c ki n g 
L p R 2  F B g n 0 0 5 1 0 9 2  li p o pr ot ei n tr a n s p ort 
C G 3 1 1 4 8  F B g n 0 0 5 1 1 4 8  s p hi n g oli pi d m et a b oli s m 
l a c e F B g n 0 0 0 2 5 2 4  s p hi n g oli pi d s y nt h e si s 
 
M et a b oli s m g e n e s u p r e g ul at e d i n Hr 9 6 m ut a nt r el ati v e t o c o ntr ol: P o st eri o r  
C G 8 1 1 2  F B g n 0 0 3 7 6 1 2  c h ol e st er ol m et a b oli s m 
mt: N D 6  F B g n 0 0 1 3 6 8 5  el e ctr o n tr a n s p ort 
mt: N D 3  F B g n 0 0 1 3 6 8 1  el e ctr o n tr a n s p ort 
R F e S P  F B g n 0 0 2 1 9 0 6  el e ctr o n tr a n s p ort 
C o V a  F B g n 0 0 1 9 6 2 4  el e ctr o n tr a n s p ort 
e m p  F B g n 0 0 1 0 4 3 5  f att y a ci d s y nt h e si s 
C G 1 7 7 4  F B g n 0 0 3 9 8 5 6  f att y a ci d s y nt h e si s 
C G 1 7 1 0 8  F B g n 0 0 3 2 2 8 5  f att y a ci d s y nt h e si s 
P e p c k F B g n 0 0 0 3 0 6 7  gl u c o n e o g e n e si s 
C G 1 4 2 0 5  F B g n 0 0 3 1 0 3 4  gl u c o s e 
C G 7 8 8 2  F B g n 0 0 3 3 0 4 7  gl u c o s e tr a n s p ort 
H e x - C F B g n 0 0 0 1 1 8 7  gl y c ol y si s 
S p at  F B g n 0 0 1 4 0 3 1  gl y o x yl at e c at a b oli s m 
C G 1 1 2 0 8  F B g n 0 0 3 4 4 8 8  gl y o x yl at e c at a b oli s m 
C G 8 8 8 8  F B g n 0 0 3 3 6 7 9  k et o n e b o d y s y nt h e si s 
Li p 4  F B g n 0 0 3 2 2 6 4  li p a s e 
L s d- 1 F B g n 0 0 3 9 1 1 4  li pi d dr o pl et 
L s d- 2 F B g n 0 0 3 0 6 0 8  li pi d dr o pl et 
D e s at 2 F B g n 0 0 4 3 0 4 3  li pi d m et a b oli s m 
D e s at 1 F B g n 0 0 8 6 6 8 7  li pi d m et a b oli s m 
C G 1 2 5 1 2  F B g n 0 0 3 1 7 0 3  li pi d m et a b oli s m 




 1 0 7  
C G 1 7 6 4 6  F B g n 0 2 6 4 4 9 4  li pi d m et a b oli s m 
C G 9 7 4 3  F B g n 0 0 3 9 7 5 6  li pi d m et a b oli s m 
C G 3 8 1 2  F B g n 0 0 3 0 4 2 1  li pi d s y nt h e si s 
N p c 2 c F B g n 0 0 3 7 7 8 3  st er ol tr affi c 
N p c 2 e F B g n 0 0 5 1 4 1 0  st er ol tr affi c 
N p c 2 a F B g n 0 0 3 1 3 8 1  st er ol tr affi c 
s u g F B g n 0 0 3 3 7 8 2  tr a n s cri pti o n 
 
M et a b oli s m g e n e s d o w n r e g ul at e d i n Hr 9 6  M ut a nt r el ati v e t o c o ntr ol: P o st eri o r  
G st Z 1 F B g n 0 0 3 7 6 9 6  a a c at a b oli s m 
C G 4 5 9 4  F B g n 0 0 3 2 1 6 1  b- o xi d ati o n 
C G 1 7 5 4 4  F B g n 0 0 3 2 7 7 5  b- o xi d ati o n 
C G 1 4 6 3 0  F B g n 0 0 1 4 9 0 3  b- o xi d ati o n 
M al -A 3  F B g n 0 0 0 2 5 7 1  c ar b br e a k d o w n 
M al -A 7  F B g n 0 0 3 3 2 9 6  c ar b br e a k d o w n 
M al -A 8  F B g n 0 0 3 3 2 9 7  c ar b br e a k d o w n 
M al -A 4  F B g n 0 0 3 3 2 9 4  c ar b br e a k d o w n 
M al -A 1  F B g n 0 0 0 2 5 7 0  c ar b br e a k d o w n 
A m y - p F B g n 0 0 0 0 0 7 9  c ar b br e a k d o w n 
A m y - d F B g n 0 0 0 0 0 7 8  c ar b br e a k d o w n 
M al -A 2  F B g n 0 0 0 2 5 6 9  c ar b br e a k d o w n 
cr q F B g n 0 0 1 5 9 2 4  f att y a ci d s y nt h e si s 
C G 1 2 0 8  F B g n 0 0 3 7 3 8 6  gl u c o s e tr a n s p ort 
C G 6 4 8 4  F B g n 0 0 3 4 2 4 7  gl u c o s e tr a n s p ort 
s ut 1 F B g n 0 0 2 8 5 6 3  gl u c o s e tr a n s p ort 
Y p 3  F B g n 0 0 0 4 0 4 7  li p a s e 
m a g  F B g n 0 0 3 6 9 9 6  li p a s e 
C G 8 0 9 3  F B g n 0 0 3 3 9 9 9  li p a s e 
C G 6 2 8 3  F B g n 0 0 3 9 4 7 4  li p a s e 
i n a E F B g n 0 2 6 1 2 4 4  li p a s e 
Y p 2  F B g n 0 0 0 5 3 9 1  li p a s e 
C G 3 6 3 5  F B g n 0 0 3 2 9 8 1  li p a s e 
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f u 1 2 F B g n 0 0 2 6 7 1 8  li pi d s y nt h e si s 
Mt p  F B g n 0 2 6 6 3 6 9  li pi d tr affi c ki n g 
L p R 2  F B g n 0 0 5 1 0 9 2  li p o pr ot ei n tr a n s p ort 
C G 1 5 5 3 4  F B g n 0 0 3 9 7 6 9  s p hi n g oli pi d c at a b oli s m 
C D a s e F B g n 0 0 3 9 7 7 4  s p hi n g oli pi d c at a b oli s m 
C G 3 1 1 4 8  F B g n 0 0 5 1 1 4 8  s p hi n g oli pi d m et a b oli s m 
l a c e F B g n 0 0 0 2 5 2 4  s p hi n g oli pi d s y nt h e si s 
N p c 2 d F B g n 0 0 3 7 7 8 2  st er ol tr affi c 
N p c 2f F B g n 0 0 3 9 1 5 4  st er ol tr affi c 
 
M et a b oli s m g e n e s u p r e g ul at e d i n Hr 9 6 o v er e x p r e s si o n r el ati v e t o c o ntr ol: P o st eri o r  
C G 9 5 2 7  F B g n 0 0 3 1 8 1 3  b- o xi d a ti o n 
t o bi F B g n 0 2 6 1 5 7 5  c ar b br e a k d o w n 
C G 1 7 3 7 4  F B g n 0 0 4 0 0 0 1  f att y a ci d s y nt h e si s 
C G 1 5 1 6  F B g n 0 0 2 7 5 8 0  gl u c o n e o g e n e si s 
P e p c k F B g n 0 0 0 3 0 6 7  gl u c o n e o g e n e si s 
C G 1 4 2 0 5  F B g n 0 0 3 1 0 3 4  gl u c o s e 
C G 7 8 8 2  F B g n 0 0 3 3 0 4 7  gl u c o s e tr a n s p ort 
C G 4 7 9 7  F B g n 0 0 3 4 9 0 9  gl u c o s e tr a n s p ort 
s ut 2 F B g n 0 0 2 8 5 6 2  gl u c o s e tr a n s p ort 
s ut 3 F B g n 0 0 2 8 5 6 1  gl u c o s e tr a n s p ort 
C G 5 9 6 6  F B g n 0 0 2 9 8 3 1  li p a s e 
Li p 3  F B g n 0 0 2 3 4 9 5  li p a s e 
m a g  F B g n 0 0 3 6 9 9 6  li p a s e 
L s d- 2 F B g n 0 0 3 0 6 0 8  li pi d dr o pl et 
L s d- 1 F B g n 0 0 3 9 1 1 4  li pi d dr o pl et 
C G 3 9 6 1  F B g n 0 0 3 6 8 2 1  li pi d m et a b oli s m 
C G 1 7 6 4 6  F B g n 0 2 6 4 4 9 4  li pi d m et a b oli s m 
F a d 2  F B g n 0 0 2 9 1 7 2  li pi d m et a b oli s m 
C y p 6 a 8 F B g n 0 0 1 3 7 7 2  li pi d m et a b oli s m 
P d k  F B g n 0 0 1 7 5 5 8  p yr u v at e d e h y dr o g e n a s e 
Gl c A T- P F B g n 0 0 3 6 1 4 4  s p hi n g oli pi d s y nt h e si s 
N p c 2 b F B g n 0 0 3 8 1 9 8  st er ol tr affi c 
s u g F B g n 0 0 3 3 7 8 2  tr a n s cri pti o n 
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M et a b oli s m g e n e s d o w n r e g ul at e d i n Hr 9 6 o v er e x p r e s si o n r el ati v e t o c o ntr ol: P o st eri o r  
C G 3 1 0 7 5  F B g n 0 0 5 1 0 7 5  a a c at a b oli s m 
C G 1 7 5 4 4  F B g n 0 0 3 2 7 7 5  b- o xi d ati o n 
C G 8 9 2 5  F B g n 0 0 3 8 4 0 4  b- o xi d ati o n 
A m y - d F B g n 0 0 0 0 0 7 8  c ar b br e a k d o w n 
A m y - p F B g n 0 0 0 0 0 7 9  c ar b br e a k d o w n 
M al -A 2  F B g n 0 0 0 2 5 6 9  c ar b br e a k d o w n 
M al -A 1  F B g n 0 0 0 2 5 7 0  c ar b br e a k d o w n 
M al -A 3  F B g n 0 0 0 2 5 7 1  c ar b br e a k d o w n 
M al -A 4  F B g n 0 0 3 3 2 9 4  c ar b br e a k d o w n 
M e n - b F B g n 0 0 2 9 1 5 5  citri c a ci d c y cl e 
cr q F B g n 0 0 1 5 9 2 4  f att y a ci d s y nt h e si s 
C G 1 7 1 0 8  F B g n 0 0 3 2 2 8 5  f att y a ci d s y nt h e si s 
s ut 1 F B g n 0 0 2 8 5 6 3  gl u c o s e tr a n s p ort 
C G 6 4 8 4  F B g n 0 0 3 4 2 4 7  gl u c o s e tr a n s p ort 
C G 1 0 9 6 0  F B g n 0 0 3 6 3 1 6  gl u c o s e tr a n s p ort 
C G 1 2 0 8  F B g n 0 0 3 7 3 8 6  gl u c o s e tr a n s p ort 
C G 1 2 1 3  F B g n 0 0 3 7 3 8 7  gl u c o s e tr a n s p ort 
P g m  F B g n 0 0 0 3 0 7 6  gl y c o g e n ol y si s 
I m p L2 F B g n 0 0 0 1 2 5 7  i n s uli n/ T O R 
Il p 3 F B g n 0 0 4 4 0 5 0  i n s uli n/ T O R 
I m p L 3 F B g n 0 0 0 1 2 5 8  l a ct at e s y nt h e si s 
Y p 1  F B g n 0 0 0 4 0 4 5  li p a s e 
Y p 3  F B g n 0 0 0 4 0 4 7  li p a s e 
Y p 2  F B g n 0 0 0 5 3 9 1  li p a s e 
C G 3 6 3 5  F B g n 0 0 3 2 9 8 1  li p a s e 
C G 8 0 9 3  F B g n 0 0 3 3 9 9 9  li p a s e 
C G 3 1 0 9 1  F B g n 0 0 5 1 0 9 1  li p a s e 
f u 1 2 F B g n 0 0 2 6 7 1 8  li pi d s y nt h e si s 
C G 3 8 1 2  F B g n 0 0 3 0 4 2 1  li pi d s y nt h e si s 
Mt p  F B g n 0 2 6 6 3 6 9  li pi d tr affi c ki n g 
L p R 2  F B g n 0 0 5 1 0 9 2  li p o pr ot ei n tr a n s p ort 
C G 3 3 7 6  F B g n 0 0 3 4 9 9 7  s p hi n g oli pi d c at a b oli s m 
b w a  F B g n 0 0 4 5 0 6 4  s p hi n g oli pi d m et a b oli s m 
Gl c A T- S F B g n 0 0 3 2 1 3 5  s p hi n g oli pi d s y nt h e si s 
S M Sr  F B g n 0 0 5 2 3 8 0  s p hi n g oli pi d s y nt h e si s 
l a c e F B g n 0 0 0 2 5 2 4  s p hi n g oli pi d s y nt h e si s 
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R E F E R E N C E LI S T: G E N E S I N V O L V E D I N M E T A B O LI S M I N D R O S O P HI L A M E L A N O G A S T E R  
 
G e n e N a m e  Fl y - B a s e I D M et a b oli c Pr o c e s s  
br u m m er  F B g n 0 0 3 6 4 4 9  li p a s e 
C G 1 8 8 2  F B g n 0 0 3 3 2 2 6  li p a s e 
D o p p el g ä n -g er of br u m m er  F B g n 0 0 3 0 6 0 7  li p a s e 
C G 1 0 3 5 7  F B g n 0 0 3 5 4 5 3  li p a s e 
C G 1 1 0 5 5  F B g n 0 0 3 4 4 9 1  li p a s e 
C G 1 1 4 0 6  F B g n 0 0 3 4 9 9 0  li p a s e 
C G 1 1 5 9 8  F B g n 0 0 3 8 0 6 7  li p a s e 
C G 1 1 6 0 0  F B g n 0 0 3 8 0 6 8  li p a se 
C G 1 1 6 0 8  F B g n 0 0 3 8 0 6 9  li p a s e 
C G 1 3 2 8 2  F B g n 0 0 3 2 6 1 2  li p a s e 
C G 1 7 0 9 7  F B g n 0 2 6 5 2 6 4  li p a s e 
C G 1 7 1 9 1  F B g n 0 0 3 9 4 7 3  li p a s e 
C G 1 7 1 9 2  F B g n 0 0 3 9 4 7 2  li p a s e 
C G 1 7 2 9 2  F B g n 0 0 3 2 0 2 9  li p a s e 
C G 1 8 3 0 1  F B g n 0 0 3 2 2 6 5  li p a s e 
C G 1 8 5 3 0  F B g n 0 0 4 2 2 0 7  li p a s e 
C G 2 7 7 2  F B g n 0 0 3 1 5 3 3  li p a s e 
C G 3 1 0 8 9  F B g n 0 0 5 1 0 8 9  li p a s e 
C G 3 1 0 9 1  F B g n 0 0 5 1 0 9 1  li p a s e 
C G 3 1 6 8 4  F B g n 0 0 8 5 4 7 7  li p a s e 
C G 3 1 8 7 1  F B g n 0 0 5 1 8 7 1  li p a s e 
C G 3 1 8 7 2  F B g n 0 0 5 1 8 7 2  li p a s e 
C G 3 3 1 7 4  F B g n 0 2 6 1 2 4 4  li p a s e 
C G 3 6 3 5  F B g n 0 0 3 2 9 8 1  li p a s e 
C G 5 9 3 2  F B g n 0 0 3 6 9 9 6  li p a s e 
C G 5 9 6 6  F B g n 0 0 2 9 8 3 1  li p a s e 
C G 6 1 1 3  F B g n 0 0 3 2 2 6 4  li p a s e 
C G 6 2 7 1  F B g n 0 0 3 9 4 7 6  li p a s e 
C G 6 2 7 7  F B g n 0 0 3 9 4 7 5  li p a s e 
C G 6 2 8 3  F B g n 0 0 3 9 4 7 4  li p a s e 
C G 6 2 9 5  F B g n 0 0 3 9 4 7 1  li p a s e 
C G 6 2 9 6  F B g n 0 0 3 9 4 7 0  li p a s e 
C G 6 4 3 1  F B g n 0 0 3 2 2 8 9  li p a s e 
C G 6 4 7 2  F B g n 0 0 3 4 1 6 6  li p a s e 
C G 6 7 5 3  F B g n 0 0 3 8 0 7 0  li p a s e 
C G 6 8 4 7  F B g n 0 0 3 0 8 8 4  li pa s e 
C G 7 3 2 9  F B g n 0 0 3 2 2 7 1  li p a s e 
C G 7 3 6 7  F B g n 0 0 3 1 9 7 6  li p a s e 
C G 8 0 9 3  F B g n 0 0 3 3 9 9 9  li p a s e 
Li p 1  F B g n 0 0 2 3 4 9 6  li p a s e 
Li p 2  F B g n 0 0 2 4 7 4 0  li p a s e 
Li p 3  F B g n 0 0 2 3 4 9 5  li p a s e 
Y p 1  F B g n 0 0 0 4 0 4 5  li p a s e 
Y p 2  F B g n 0 0 0 5 3 9 1  li p a s e 
Y p 3  F B g n 0 0 0 4 0 4 7  li p a s e 
a di p o s e F B g n 0 0 0 0 0 5 7  li pa s e 
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S X E 2  F B g n 0 0 3 8 3 9 8  li p a s e 
L s d- 1 F B g n 0 0 3 9 1 1 4  li pi d dr o pl et 
L s d- 2 F B g n 0 0 3 0 6 0 8  li pi d dr o pl et 
ar g  F B g n 0 0 2 3 5 3 5  a a c at a b oli s m 
C G 1 0 1 8 4  F B g n 0 0 3 9 0 9 4  a a c at a b oli s m 
C G 1 0 4 7 4  F B g n 0 0 3 4 4 2 7  a a c at a b oli s m 
C G 1 1 2 5 1  F B g n 0 0 3 6 3 4 6  a a c at a b oli s m 
C G 1 1 7 9 6  F B g n 0 0 3 6 9 9 2  a a c at a b oli s m 
C G 1 4 6 1  F B g n 0 0 3 0 5 5 8  a a c at a b oli s m 
C G 1 4 6 8 1  F B g n 0 2 6 2 7 1 7  a a c at a b oli s m 
C G 1 7 8 9 6  F B g n 0 0 2 3 5 3 7  a a c at a b oli s m 
C G 1 8 2 7  F B g n 0 0 3 3 4 3 1  a a c at a b oli s m 
C G 3 1 0 7 5  F B g n 0 0 5 1 0 7 5  a a c at a b oli s m 
C G 3 2 6 7  F B g n 0 0 4 2 0 8 3  a a c at a b oli s m 
C G 3 3 0 9 2  F B g n 0 0 5 3 0 9 2  a a c at a b oli s m 
C G 3 6 2 6  F B g n 0 0 2 9 7 0 6  a a c at a b oli s m 
C G 3 9 9 9  F B g n 0 0 3 7 8 0 1  a a c at a b oli s m 
C G 4 3 7 2  F B g n 0 0 3 4 6 6 5  a a c at a b oli s m 
C G 4 4 3 4  F B g n 0 0 3 9 0 7 1  a a c at a b oli s m 
C G 4 6 8 5  F B g n 0 0 3 9 3 4 9  a a c at a b oli s m 
C G 5 2 3 5  F B g n 0 0 3 6 5 6 5  a a c at a b oli s m 
C G 5 2 4 1  F B g n 0 2 6 3 6 0 2  a a c at a b oli s m 
a d e 3  F B g n 0 0 0 0 0 5 3  a a c at a b oli s m 
C G 1 1 0 8 9  F B g n 0 0 3 9 2 4 1  a a c at a b oli s m 
C G 1 7 5 0  F B g n 0 0 3 9 8 3 6  a a c at a b oli s m 
C G 3 0 1 1  F B g n 0 0 2 9 8 2 3  a a c at a b oli s m 
C G 8 6 6 5  F B g n 0 0 3 2 9 4 5  a a c at a b oli s m 
h g o  F B g n 0 0 4 0 2 1 1  a a c at a b oli s m 
C G 9 3 6 2  F B g n 0 0 3 7 6 9 6  a a c at a b oli s m 
C G 9 3 6 3  F B g n 0 0 3 7 6 9 7  a a c at a b oli s m 
c n, ci n n a b ar F B g n 0 0 0 0 3 3 7  a a c at a b oli s m 
h e n n a  F B g n 0 0 0 1 2 0 8  a a c at a b oli s m 
v er milli o n F B g n 0 0 0 3 9 6 5  a a c at a b oli s m 
G a d 1  F B g n 0 0 4 0 7 4 0  a a c at a b oli s m 
G d h  F B g n 0 0 0 1 0 9 8  a a c at a b oli s m 
C G 6 3 8 5  F B g n 0 0 3 4 2 7 6  a a c at a b oli s m 
C G 6 4 1 5  F B g n 0 0 3 2 2 8 7  a a c at a b oli s m 
C G 7 4 3 0  F B g n 0 0 3 6 7 6 2  a a c at a b oli s m 
C G 8 0 4 3  F B g n 0 0 3 7 6 1 0  a a c at a b oli s m 
p u m pl e s s F B g n 0 0 2 7 9 4 5  a a c at a b oli s m 
r, r u di m e nt ar y F B g n 0 0 0 3 1 8 9  ur e a c y cl e* 
C G 1 3 1 5  F B g n 0 0 2 6 5 6 5  ur e a c y cl e 
C G 9 5 1 0  F B g n 0 0 3 2 0 7 6  ur e a c y cl e 
ar g  F B g n 0 0 2 3 5 3 5  ur e a c y cl e 
Gl ut 1  F B g n 0 2 6 4 5 7 4  gl u c o s e tr a n s p ort 
Gl ut 3  F B g n 0 0 1 5 2 3 0  gl u c o s e tr a n s p ort 
s u g ar tr a n s p ort er 1 F B g n 0 0 2 8 5 6 3  gl u c o s e tr a n s p ort 
s u g ar tr a n s p ort er 2 F B g n 0 0 2 8 5 6 2  gl u c o s e tr a n s p ort 
s u g ar tr a n s p ort er 3 F B g n 0 0 2 8 5 6 1  gl u c o s e tr a n s p ort 
s u g ar tr a n s p ort er 4 F B g n 0 0 2 8 5 6 0  gl u c o s e tr a n s p o rt 
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C G 1 2 0 8  F B g n 0 0 3 7 3 8 6  gl u c o s e tr a n s p ort 
C G 1 2 1 3  F B g n 0 0 3 7 3 8 7  gl u c o s e tr a n s p ort 
C G 3 0 0 3 5  F B g n 0 0 5 0 0 3 5  gl u c o s e tr a n s p ort 
C G 4 7 9 7  F B g n 0 0 3 4 9 0 9  gl u c o s e tr a n s p ort 
C G 6 4 8 4  F B g n 0 0 3 4 2 4 7  gl u c o s e tr a n s p ort 
C G 7 8 8 2  F B g n 0 0 3 3 0 4 7  gl u c o s e tr a n s p ort 
C G 8 2 3 4  F B g n 0 0 3 3 6 4 4  gl u c o s e tr a n s p ort 
C G 8 2 4 9  F B g n 0 0 3 4 0 4 5  gl u c o s e tr a n s p ort 
C G 1 1 6 6 9  F B g n 0 0 3 3 2 9 6  c ar b br e a k d o w n 
t o bi F B g n 0 2 6 1 5 7 5  c ar b br e a k d o w n 
C G 1 4 4 7 6  F B g n 0 0 2 7 5 8 8  c ar b br e a k d o w n 
C G 1 4 9 3 4  F B g n 0 0 3 2 3 8 1  c ar b br e a k d o w n 
C G 1 4 9 3 5  F B g n 0 0 3 2 3 8 2  c ar b br e a k d o w n 
C G 3 3 0 8 0  F B g n 0 0 5 3 0 8 0  c ar b br e a k d o w n 
C G 6 4 5 3  F B g n 0 0 3 2 6 4 3  c ar b br e a k d o w n 
C G 7 6 8 5  F B g n 0 0 3 8 6 1 9  c ar b br e a k d o w n 
C G 8 6 9 0  F B g n 0 0 3 3 2 9 7  c ar b br e a k d o w n 
C G 8 6 9 3  F B g n 0 0 3 3 2 9 4  c ar b br e a k d o w n 
L v p D F B g n 0 0 0 2 5 6 9  c ar b br e a k d o w n 
L v p H F B g n 0 0 0 2 5 7 0  c ar b br e a k d o w n 
L v p L F B g n 0 0 0 2 5 7 1  c ar b br e a k d o w n 
A m y - d F B g n 0 0 0 0 0 7 8  c ar b br e a k d o w n 
A m y - p F B g n 0 0 0 0 0 7 9  c ar b br e a k d o w n 
H e x - A F B g n 0 0 0 1 1 8 6  gl y c ol y si s 
H e x - C F B g n 0 0 0 1 1 8 7  gl y c ol y si s 
H e x -t 1 F B g n 0 0 4 2 7 1 1  gl y c ol y si s 
H e x -t 2 F B g n 0 0 4 2 7 1 0  gl y c ol y si s 
P gi  F B g n 0 0 0 3 0 7 4  gl y c ol y si s 
Pf k  F B g n 0 0 0 3 0 7 1  gl y c ol y si s 
Al d  F B g n 0 0 0 0 0 6 4  gl y c ol y si s 
C G 5 4 3 2  F B g n 0 0 3 9 4 2 5  gl y c ol y si s 
T pi  F B g n 0 0 8 6 3 5 5  gl y c ol y si s 
G a p d h 1  F B g n 0 0 0 1 0 9 1  gl y c ol y si s 
G a p d h 2  F B g n 0 0 0 1 0 9 2  gl y c ol y si s 
P g k  F B g n 0 2 5 0 9 0 6  gl y c ol y si s 
P gl y m 7 8 F B g n 0 0 1 4 8 6 9  gl y c ol y si s 
P gl y m 8 7 F B g n 0 0 1 1 2 7 0  gl y c ol y si s 
C G 7 0 5 9  F B g n 0 0 3 8 9 5 7  gl y c ol y si s 
E n o  F B g n 0 0 0 0 5 7 9  gl y c ol y si s 
P y k F B g n 0 2 6 7 3 8 5  gl y c ol y si s 
G p d h  F B g n 0 0 0 1 1 2 8  gl y c ol y si s 
I m p L 3 F B g n 0 0 0 1 2 5 8  l a ct at e s y nt h e si s 
Gl y P F B g n 0 0 0 4 5 0 7  gl y c o g e n ol y si s 
P g m  F B g n 0 0 0 3 0 7 6  gl y c o g e n ol y si s 
C G 9 4 8 5  F B g n 0 0 3 4 6 1 8  gl y c o g e n ol y s i s 
C G 1 5 1 6  F B g n 0 0 2 7 5 8 0  gl u c o n e o g e n e si s 
p e p c k F B g n 0 0 0 3 0 6 7  gl u c o n e o g e n e si s 
F b p  F B g n 0 0 3 2 8 2 0  gl u c o n e o g e n e si s 
C G 1 5 4 0 0  F B g n 0 0 3 1 4 6 3  gl u c o n e o g e n e si s/ gl y c o g e n ol y si s 
C G 9 4 8 0  F B g n 0 2 6 5 1 8 0  gl y c o g e n s y nt h e si s 
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C G 6 9 0 4  F B g n 0 2 6 6 0 6 4  gl y c o g e n s y nt h e si s 
Z w, z wi s c h e nf er m e nt F B g n 0 0 0 4 0 5 7  p e nt o s e P O 4 s h u nt * 
P g d  F B g n 0 0 0 4 6 5 4  p e nt o s e P O 4 s h u nt 
T al  F B g n 0 0 2 3 4 7 7  p e nt o s e P O 4 s h u nt 
C G 1 3 3 6 9  F B g n 0 0 2 5 6 4 0  p e nt o s e P O 4 s h u nt 
C G 1 5 0 9 3  F B g n 0 0 3 4 3 9 0  p e nt o s e P O 4 s h u nt 
C G 1 7 3 3 3  F B g n 0 0 3 0 2 3 9  p e nt o s e P O 4 s h u nt 
C G 3 0 4 1 0  F B g n 0 0 5 0 4 1 0  p e nt o s e P O 4 s h u nt 
C G 3 0 4 9 9  F B g n 0 0 5 0 4 9 9  p e nt o s e P O 4 s h u nt 
C G 4 7 4 7  F B g n 0 0 4 3 4 5 6  p e nt o s e P O 4 s h u nt 
C G 5 1 0 3  F B g n 0 0 3 6 7 8 4  p e nt o s e P O 4 s h u nt 
C G 8 0 3 6  F B g n 0 0 3 7 6 0 7  p e nt o s e P O 4 s h u nt 
A T P C L  F B g n 0 0 2 0 2 3 6  citri c a ci d c y cl e 
A c o n F B g n 0 0 1 0 1 0 0  citri c a ci d c y cl e 
I d h F B g n 0 0 0 1 2 4 8  citri c a ci d c y cl e/ gl y o x yl at e c at a b oli s m 
C G 7 4 3 0  F B g n 0 0 3 6 7 6 2  citri c a ci d c y cl e 
S c s F B g n 0 0 0 4 8 8 8  citri c a ci d c y cl e 
S c s- f p, S d h A F B g n 0 2 6 1 4 3 9  citri c a ci d c y cl e 
S u c b F B g n 0 0 2 9 1 1 8  citri c a ci d c y cl e 
C G 6 2 5 5  F B g n 0 0 3 8 7 0 8  citri c a ci d c y cl e 
S d h B  F B g n 0 0 1 4 0 2 8  citri c a ci d c y cl e 
C G 1 0 2 1 9  F B g n 0 0 3 9 1 1 2  citri c a ci d c y cl e 
C G 5 7 1 8  F B g n 0 0 3 6 2 2 2  citri c a ci d c y cl e 
C G 6 6 2 9  F B g n 0 0 3 7 8 6 0  citri c a ci d c y cl e 
C G 6 6 6 6  F B g n 0 0 3 7 8 7 3  citri c a ci d c y cl e 
C G 7 3 4 9  F B g n 0 0 3 0 9 7 5  citri c a ci d c y cl e 
C G 3 1 8 7 4  F B g n 0 0 5 1 8 7 4  citri c a ci d c y cl e 
C G 4 0 9 5  F B g n 0 0 2 9 8 9 0  citri c a ci d c y cl e 
C G 6 1 4 0  F B g n 0 0 3 6 1 6 2  citri c a ci d c y cl e 
(l( 1) G 0 2 5 5) F B g n 0 0 2 8 3 3 6  citri c a ci d c y cl e 
C G 1 0 7 4 8  F B g n 0 0 3 6 3 2 7  citri c a ci d c y cl e 
C G 1 0 7 4 9  F B g n 0 0 3 6 3 2 8  citri c a ci d c y cl e 
C G 5 3 6 2  F B g n 0 2 6 2 7 8 2  citri c a ci d c y cl e 
C G 7 9 9 8  F B g n 0 2 6 2 5 5 9  citri c a ci d c y cl e 
M e n  F B g n 0 0 0 2 7 1 9  citri c a ci d c y cl e 
M d h  F B g n 0 0 2 9 1 5 5  citri c a ci d c y cl e 
I n d y F B g n 0 0 3 6 8 1 6  citri c a ci d c y cl e 
A c C o A S F B g n 0 0 1 2 0 3 4  b- o xi d ati o n 
C G 6 1 7 8  F B g n 0 0 3 9 1 5 6  b- o xi d ati o n 
C G 6 4 3 2  F B g n 0 0 3 9 1 8 4  b- o xi d ati o n 
C G 8 7 3 2  F B g n 0 2 6 3 1 2 0  b- o xi d ati o n  
C P TI  F B g n 0 2 6 1 8 6 2  b- o xi d ati o n 
C G 2 1 0 7  F B g n 0 0 3 5 3 8 3  b- o xi d ati o n 
C olt  F B g n 0 0 1 9 8 3 0  b- o xi d ati o n 
C G 3 4 7 6  F B g n 0 0 3 1 8 8 1  b- o xi d ati o n 
C G 1 2 2 0 1  F B g n 0 0 3 7 9 7 0  b- o xi d ati o n 
C G 3 7 9 0  F B g n 0 0 3 3 7 7 8  b- o xi d ati o n 
C G 4 6 3 0  F B g n 0 0 3 3 8 0 9  b- o xi d ati o n 
C G 6 0 0 6  F B g n 0 0 6 3 6 4 9  b- o xi d ati o n  
C G 8 9 2 5  F B g n 0 0 3 8 4 0 4  b- o xi d ati o n 
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C G 5 1 2 2  F B g n 0 0 3 2 4 7 1  b- o xi d ati o n 
C G 5 2 6 5  F B g n 0 0 3 8 4 8 6  b- o xi d ati o n 
C G 1 1 6 3 7  F B g n 0 0 3 6 8 2 2  b- o xi d ati o n 
C G 1 1 6 6 7  F B g n 0 0 3 8 7 4 3  b- o xi d ati o n 
C G 1 2 2 6 2  F B g n 0 0 3 5 8 1 1  b- o xi d ati o n 
C G 1 7 5 4 4  F B g n 0 0 3 2 7 7 5  b- o xi d ati o n  
C G 3 9 0 2  F B g n 0 0 3 6 8 2 4  b- o xi d ati o n 
C G 4 5 8 6  F B g n 0 0 2 9 9 2 4  b- o xi d ati o n 
C G 4 8 6 0  F B g n 0 0 3 7 9 9 9  b- o xi d ati o n 
C G 5 0 0 9  F B g n 0 0 2 7 5 7 2  b- o xi d ati o n 
C G 6 6 3 8  F B g n 0 0 3 5 9 1 1  b- o xi d ati o n 
V L C A D  F B g n 0 0 3 4 4 3 2  b- o xi d ati o n 
C G 9 5 2 7  F B g n 0 0 3 1 8 1 3  b- o xi d ati o n 
C G 9 5 4 7  F B g n 0 0 3 1 8 2 4  b- o xi d ati o n  
E g m E ni g m a  F B g n 0 0 8 6 7 1 2  b- o xi d ati o n 
A c o x 5 7 D- d  F B g n 0 0 3 4 6 2 9  b- o xi d ati o n 
C G 6 5 4 3  F B g n 0 0 3 3 8 7 9  b- o xi d ati o n 
C G 6 9 8 4  F B g n 0 0 3 4 1 9 1  b- o xi d ati o n 
C G 1 8 6 4 5  F B g n 0 0 3 3 8 7 9  b- o xi d ati o n 
C G 8 7 7 8  F B g n 0 0 3 3 7 6 1  b- o xi d ati o n 
C G 9 5 7 7  F B g n 0 0 3 1 0 9 2  b- o xi d ati o n 
C G 4 5 9 4  F B g n 0 0 3 2 1 6 1  b- o xi d ati o n 
C G 4 5 9 8  F B g n 0 0 3 2 1 6 0  b- o xi d ati o n 
C G 1 3 8 9 0  F B g n 0 0 3 5 1 6 9  b- o xi d ati o n 
C G 5 8 4 4  F B g n 0 0 3 8 0 4 9  b- o xi d ati o n 
C G 5 0 4 4  F B g n 0 0 3 8 3 2 6  b- o xi d ati o n 
C G 5 6 1 1  F B g n 0 0 3 9 5 3 1  b- o xi d ati o n 
S c u s c ull y F B g n 0 0 2 1 7 6 5  b- o xi d ati o n 
yi p 2 F B g n 0 0 4 0 0 6 4  b- o xi d ati o n 
C G 4 3 8 9  F B g n 0 0 2 8 4 7 9  b- o xi d ati o n 
C G 1 7 5 9 7  F B g n 0 0 3 2 7 1 5  b- o xi d ati o n 
t hi ol a s e F B g n 0 0 2 5 3 5 2  b- o xi d ati o n 
C G 1 0 8 1 4  F B g n 0 0 3 3 8 3 0  b- o xi d ati o n 
C G 1 4 6 3 0  F B g n 0 0 1 4 9 0 3  b- o xi d ati o n 
C G 4 3 3 5  F B g n 0 0 3 8 7 9 5  b- o xi d ati o n 
C G 5 3 2 1  F B g n 0 0 3 0 5 7 5  b- o xi d ati o n 
F at p  F B g n 0 2 6 7 8 2 8  b- o xi d ati o n 
C G 1 1 2 0 8  F B g n 0 0 3 4 4 8 8  gl y o x yl at e c at a b oli s m 
S p at  F B g n 0 0 1 4 0 3 1  gl y o x yl at e c at a b oli s m 
l( 2) 3 5 Di F B g n 0 0 0 1 9 8 9  el e ctr o n tr a n s p ort 
o x ( o x e n) F B g n 0 0 1 1 2 2 7  el e ctr o n tr a n s p ort 
mt a c p 1 F B g n 0 0 1 1 3 6 1  el e ctr o n tr a n s p ort 
l( 3) n e o 1 8 F B g n 0 0 1 1 4 5 5  el e ctr o n tr a n s p ort 
mt: C oI  F B g n 0 0 1 3 6 7 4  el e ctr o n tr a n s p ort 
mt: C oII  F B g n 0 0 1 3 6 7 5  el e ctr o n tr a n s p ort 
mt: C oIII  F B g n 0 0 1 3 6 7 6  el e ctr o n tr a n s p ort 
mt: C yt - b F B g n 0 0 1 3 6 7 8  el e ctr o n tr a n s p ort 
mt: N D 1  F B g n 0 0 1 3 6 7 9  el e ctr o n tr a n s p ort 
mt: N D 2  F B g n 0 0 1 3 6 8 0  el e ctr o n tr a n s p ort 
mt: N D 3  F B g n 0 0 1 3 6 8 1  el e ctr o n tr a n s p ort 
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mt: N D 4 L  F B g n 0 0 1 3 6 8 3  el e ctr o n tr a n s p ort 
mt: N D 5  F B g n 0 0 1 3 6 8 4  el e ctr o n tr a n s p ort 
mt: N D 6  F B g n 0 0 1 3 6 8 5  el e ctr o n tr a n s p ort 
S d h B  F B g n 0 0 1 4 0 2 8  el e ctr o n tr a n s p ort 
c y p e c y cl o p F B g n 0 0 1 5 0 3 1  el e ctr o n tr a n s p ort 
S c s- f p F B g n 0 2 6 1 4 3 9  el e ctr o n tr a n s p ort 
N D 7 5  F B g n 0 0 1 7 5 6 6  el e ctr o n tr a n s p ort 
N D 2 3  F B g n 0 0 1 7 5 6 7  el e ctr o n tr a n s p ort 
C o V a  F B g n 0 0 1 9 6 2 4  el e ctr o n tr a n s p ort 
N D 4 2  F B g n 0 0 1 9 9 5 7  el e ctr o n tr a n s p ort 
R F e S P  F B g n 0 0 2 1 9 0 6  el e ctr o n tr a n s p ort 
P d s w F B g n 0 0 2 1 9 6 7  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 3 6 2 1  F B g n 0 0 2 5 8 3 9  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 3 4 4 6  F B g n 0 0 2 9 8 6 8  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 3 1 9 2  F B g n 0 0 2 9 8 8 8  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 8 6 2 4  F B g n 0 0 2 9 9 7 1  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 5 5 4 8  F B g n 0 0 3 0 6 0 5  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 9 1 7 2  F B g n 0 0 3 0 7 1 8  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 3 5 6 0  F B g n 0 0 3 0 7 3 3  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 5 7 0 3  F B g n 0 0 3 0 8 5 3  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 7 3 4 9  F B g n 0 0 3 0 9 7 5  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 2 2 0 3  F B g n 0 0 3 1 0 2 1  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 4 2 3 5  F B g n 0 0 3 1 0 6 6  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 1 4 5 5  F B g n 0 0 3 1 2 2 8  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 3 2 1 4  F B g n 0 0 3 1 4 3 6  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 2 4 0 0  F B g n 0 0 3 1 5 0 5  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 8 6 8 0  F B g n 0 0 3 1 6 8 4  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 9 1 4 0  F B g n 0 0 3 1 7 7 1  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 1 0 1 5  F B g n 0 0 3 1 8 3 0  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 1 0 4 3  F B g n 0 0 3 1 8 3 1  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 9 3 0 6  F B g n 0 0 3 2 5 1 1  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 0 6 6 4  F B g n 0 0 3 2 8 3 3  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 0 3 9 6  F B g n 0 0 3 3 0 2 0  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 7 7 1 2  F B g n 0 0 3 3 5 7 0  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 2 8 5 9  F B g n 0 0 3 3 9 6 1  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 8 1 0 2  F B g n 0 0 3 4 0 0 7  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 4 4 8 2  F B g n 0 0 3 4 2 4 5  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 1 4 2 3  F B g n 0 0 3 4 2 5 1  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 0 3 2 0  F B g n 0 0 3 4 6 4 5  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 7 2 8 0  F B g n 0 0 3 4 8 7 7  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 3 6 8 3  F B g n 0 0 3 5 0 4 6  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 2 0 7 9  F B g n 0 2 6 6 5 8 2  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 4 7 6 9  F B g n 0 0 3 5 6 0 0  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 5 7 1 8  F B g n 0 0 3 6 2 2 2  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 4 1 6 9  F B g n 0 2 5 0 8 1 4  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 6 4 8 5  F B g n 0 0 3 6 7 0 6  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 7 5 8 0  F B g n 0 0 3 6 7 2 8  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 4 0 7 7  F B g n 0 0 3 6 8 3 0  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 6 0 2 0  F B g n 0 0 3 7 0 0 1  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 7 1 8 1  F B g n 0 2 6 3 9 1 1  el e ctr o n tr a n s p ort 
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C G 1 8 1 9 3  F B g n 0 0 3 7 5 7 9  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 6 6 2 9  F B g n 0 0 3 7 8 6 0  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 6 6 6 6  F B g n 0 0 3 7 8 7 3  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 3 7 3 1  F B g n 0 0 3 8 2 7 1  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 0 2 1 9  F B g n 0 0 3 9 1 1 2  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 1 9 1 3  F B g n 0 0 3 9 3 3 1  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 7 8 5 6  F B g n 0 0 3 9 5 7 6  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 4 5 0 8  F B g n 0 0 3 9 6 5 1  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 2 0 1 4  F B g n 0 0 3 9 6 6 9  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 7 5 9 8  F B g n 0 0 3 9 6 8 9  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 9 7 0  F B g n 0 0 3 9 9 0 9  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 9 6 0 3  F B g n 0 0 4 0 5 2 9  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 5 4 3 4  F B g n 0 0 4 0 7 0 5  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 2 2 4 9  F B g n 0 0 4 0 7 7 3  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 8 8 0 9  F B g n 0 0 4 2 1 3 2  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 6 4 6 3  F B g n 0 0 5 3 4 9 3  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 3 0 3 5 4  F B g n 0 0 5 0 3 5 4  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 3 2 2 3 0  F B g n 0 0 5 2 2 3 0  el e ctr o n tr a n s p ort 
T- c p 1 F B g n 0 0 0 3 6 7 6  el e ctr o n tr a n s p ort 
A T P s y n- a F B g n 0 0 1 0 2 1 7  el e ctr o n tr a n s p ort 
l( 2) 0 6 2 2 5 F B g n 0 0 1 0 6 1 2  el e ctr o n tr a n s p ort 
bl w  F B g n 0 0 1 1 2 1 1  el e ctr o n tr a n s p ort 
mt: A T P a s e 6 F B g n 0 0 1 3 6 7 2  el e ctr o n tr a n s p ort 
mt: A T P a s e 8 F B g n 0 0 1 3 6 7 3  el e ctr o n tr a n s p ort 
s u n F B g n 0 0 1 4 3 9 1  el e ctr o n tr a n s p ort 
A T P s y n- Cf 6  F B g n 0 0 1 6 1 1 9  el e ctr o n tr a n s p ort 
A T P s y n- d F B g n 0 0 1 6 1 2 0  el e ctr o n tr a n s p ort 
O s c p F B g n 0 2 6 2 5 0 9  el e ctr o n tr a n s p ort 
A T P s y n- b F B g n 0 0 1 9 6 4 4  el e ctr o n tr a n s p ort 
A T P s y F B g n 0 0 2 0 2 3 5  el e ctr o n tr a n s p ort 
l( 1) G 0 2 3 0 F B g n 0 0 2 8 3 4 2  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 7 2 1 1  F B g n 0 0 3 1 9 4 1  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 0 7 3 1  F B g n 0 0 3 4 0 8 1  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 7 8 1 3  F B g n 0 2 8 5 9 4 3  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 4 6 9 2  F B g n 0 0 3 5 0 3 2  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 2 0 2 7  F B g n 0 0 3 5 5 8 5  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 5 3 8 9  F B g n 0 0 3 6 5 6 8  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 3 3 2 1  F B g n 0 0 3 8 2 2 4  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 1 7 4 6  F B g n 0 0 3 9 8 3 0  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 3 1 4 7 7  F B g n 0 0 5 1 4 7 7  el e ctr o n tr a n s p ort 
C G 2 8 5 7  F B g n 0 0 3 5 0 7 8  u n c o u pli n g pr ot ei n 
C G 9 5 8 2  F B g n 0 0 3 2 0 9 0  u n c o u pli n g pr ot ei n 
U C P 4 A  F B g n 0 0 3 0 8 7 2  u n c o u pli n g pr ot ei n 
U C P 4 B  F B g n 0 0 3 1 7 5 8  u n c o u pli n g pr ot ei n 
U C P 4 C  F B g n 0 0 3 1 7 5 7  u n c o u pli n g pr ot ei n 
B m c p; U C P 5 F B g n 0 0 3 6 1 9 9  u n c o u pli n g pr ot ei n 
c at al a s e F B g n 0 0 0 0 2 6 1  p er o xi s o m e 
C G 1 0 2 5 3  F B g n 0 0 3 3 9 8 3  p er o xi s o m e 
C G 1 0 4 1  F B g n 0 0 3 7 4 4 0  p er o xi s o m e 
C G 1 1 9 1 9  F B g n 0 0 3 3 5 6 4  p er o xi s o m e 
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C G 1 2 7 0 3  F B g n 0 0 3 1 0 6 9  p er o xi s o m e 
C G 1 4 7 7 8  F B g n 0 0 2 9 5 8 0  p er o xi s o m e 
C G 1 6 6 2  F B g n 0 0 3 0 4 8 1  p er o xi s o m e 
C G 1 7 5 4 4  F B g n 0 0 3 2 7 7 5  p er o xi s o m e 
C G 2 0 2 2  F B g n 0 0 3 7 2 9 2  p er o xi s o m e 
C G 3 2 1 0 3  F B g n 0 0 5 2 1 0 3  p er o xi s o m e 
C G 3 2 2 5 0  F B g n 0 0 5 2 2 5 0  p er o xi s o m e 
C G 3 2 2 6 2  F B g n 0 0 5 2 2 6 2  p er o xi s o m e 
C G 3 3 4 7 4  F B g n 0 0 5 3 4 7 4  p er o xi s o m e 
C G 3 6 3 9  F B g n 0 0 3 1 2 8 2  p er o xi s o m e 
C G 4 2 8 9  F B g n 0 0 3 7 0 2 0  p er o xi s o m e 
C G 4 5 8 6  F B g n 0 0 2 9 9 2 4  p er o xi s o m e 
C G 4 6 6 3  F B g n 0 0 3 3 8 1 2  p er o xi s o m e 
n p c 1 a F B g n 0 0 2 4 3 2 0  st er ol tr affi c 
n p c 1 b F B g n 0 2 6 1 6 7 5  st er ol tr affi c 
n p c 2 a F B g n 0 0 3 1 3 8 1  st er ol tr affi c 
n p c 2 b F B g n 0 0 3 8 1 9 8  st er ol tr affi c 
n p c 2 c F B g n 0 0 3 7 7 8 3  st er ol tr affi c 
n p c 2 d F B g n 0 0 3 7 7 8 2  st er ol tr affi c 
n p c 2 e F B g n 0 0 5 1 4 1 0  st er ol tr affi c 
n p c 2f F B g n 0 0 3 9 1 5 4  st er ol tr affi c 
n p c 2 g F B g n 0 0 3 9 8 0 0  st er ol tr affi c 
n p c 2 h F B g n 0 0 3 9 8 0 1  st er ol tr affi c 
C G 8 1 1 2  F B g n 0 0 3 7 6 1 2  c h ol e st er ol m et a b oli s m 
C G 3 5 2 3  F B g n 0 2 8 3 4 2 7  f att y a ci d s y nt h e si s 
C G 1 2 1 7 0  F B g n 0 0 3 7 3 5 6  f att y a ci d s y nt h e si s 
C G 1 7 3 7 4  F B g n 0 0 4 0 0 0 1  f att y a ci d s y nt h e si s 
C G 7 8 4 2  F B g n 0 0 3 6 6 9 1  f att y a ci d s y nt h e si s 
C G 3 5 2 4  F B g n 0 0 4 2 6 2 7  f att y a ci d s y nt h e si s 
C G 1 7 7 4  F B g n 0 0 3 9 8 5 6  f att y a ci d s y nt h e si s 
C G 8 7 2 3  F B g n 0 0 3 3 2 4 6  f att y a ci d s y nt h e si s 
A C C  F B g n 0 0 3 3 2 4 6  f att y a ci d s y nt h e si s 
C G 1 7 1 0 8  F B g n 0 0 3 2 2 8 5  f att y a ci d s y nt h e si s 
e m p  F B g n 0 0 1 0 4 3 5  f att y a ci d s y nt h e si s 
C G 7 4 2 2  F B g n 0 0 3 5 8 1 5  f att y a ci d s y nt h e si s 
cr q F B g n 0 0 1 5 9 2 4  f att y a ci d s y nt h e si s 
s a nt a- m ari a  F B g n 0 0 2 5 6 9 7  f att y a ci d s y nt h e si s 
C G 1 5 5 3 1  F B g n 0 0 3 9 7 5 5  li pi d m et ab oli s m 
C G 9 7 4 3  F B g n 0 0 3 9 7 5 6  li pi d m et a b oli s m 
a b o v e t hr e e i n cl u st er F B g n 0 0 3 9 7 5 4  li pi d m et a b oli s m 
C G 8 6 3 0  F B g n 0 0 3 8 1 3 0  li pi d m et a b oli s m 
d e s at 1 F B g n 0 0 8 6 6 8 7  li pi d m et a b oli s m 
d e s at 2 F B g n 0 0 4 3 0 4 3  li pi d m et a b oli s m 
F a d 2  F B g n 0 0 2 9 1 7 2  li pi d m et a b oli s m 
C y p 4 g 1 F B g n 0 0 1 0 0 1 9  li pi d m et a b oli s m 
C y p 6 a 8 F B g n 0 0 1 3 7 7 2  li pi d m et a b oli s m 
b u b bl e g u m  F B g n 0 0 2 7 3 4 8  li pi d m et a b oli s m 
C G 1 2 5 1 2  F B g n 0 0 3 1 7 0 3  li pi d m et a b oli s m 
C G 1 8 1 5 5  F B g n 0 0 2 9 9 4 5  li pi d m et a b oli s m 
C G 3 9 6 1  F B g n 0 0 3 6 8 2 1  li pi d m et a b oli s m 
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C G 6 1 7 8  F B g n 0 0 3 9 1 5 6  li pi d m et a b oli s m 
C G 9 0 0 9  F B g n 0 0 2 7 6 0 1  li pi d m et a b oli s m 
C G 3 2 1 8 6  F B g n 0 2 6 1 9 9 7  li pi d m et a b oli s m 
C G 5 8 5 3  F B g n 0 0 3 2 1 6 7  li pi d m et a b oli s m 
C G 3 1 6 8 9  F B g n 0 0 3 1 4 4 9  li pi d m et a b oli s m 
C G 4 8 2 2  F B g n 0 0 3 1 2 2 0  li pi d m et a b oli s m 
C G 1 7 6 4 6  F B g n 0 2 6 4 4 9 4  li pi d m eta b oli s m 
C G 1 7 1 8  F B g n 0 0 3 1 1 7 0  li pi d m et a b oli s m 
C G 6 0 5 2  F B g n 0 0 3 6 7 4 7  li pi d m et a b oli s m 
C G 8 5 3 4  F B g n 0 0 3 7 7 6 1  li pi d m et a b oli s m 
C G 1 8 6 0 9  F B g n 0 0 3 4 3 8 2  li pi d m et a b oli s m 
C G 6 2 6 1  F B g n 0 0 5 2 0 7 2  li pi d m et a b oli s m 
C G 3 1 1 4 1  F B g n 0 0 5 1 1 4 1  li pi d m et a b oli s m 
El o 6 8 al p h a  F B g n 0 0 5 2 0 7 2  li pi d m et a b oli s m 
C G 2 7 8 1  F B g n 0 0 3 7 5 3 4  li pi d m et a b oli s m 
n o a, b al d s p ot F B g n 0 2 6 0 9 6 0  li pi d m et a b oli s m 
el o F  F B g n 0 0 3 7 7 6 2  li pi d m et a b oli s m 
C G 8 7 0 9  F B g n 0 2 6 3 5 9 3  li pi d m et a b oli s m 
M T P  F B g n 0 2 6 6 3 6 9  li pi d tr affi c ki n g 
d nr 1  F B g n 0 2 6 0 8 6 6  li pi d tr affi c ki n g 
p a n k  F B g n 0 0 1 1 2 0 5  C o A bi o s y nt h e si s 
p p c s F B g n 0 2 6 1 2 8 5  C o A bi o s y nt h e si s 
p p c d c F B g n 0 0 5 0 2 9 0  C o A bi o s y nt h e si s 
p p at - d p c k F B g n 0 0 3 5 6 3 2  C o A bi o s y nt h e si s 
d p c k F B g n 0 0 3 7 4 6 9  C o A bi o s y nt h e si s 
C G 1 5 4 5 0  F B g n 0 0 3 1 1 3 2  li pi d s y nt h e si s 
C G 3 2 0 9  F B g n 0 0 3 4 9 7 1  li pi d s y nt h e si s 
C G 3 8 1 2  F B g n 0 0 3 0 4 2 1  li pi d s y nt h e si s 
C G 4 7 2 9  F B g n 0 0 3 6 6 2 3  li pi d s y nt h e si s 
C G 4 7 5 3  F B g n 0 0 3 6 6 2 2  li pi d s y nt h e si s 
f u 1 2 F B g n 0 0 2 6 7 1 8  li pi d s y nt h e si s 
G P A T  F B g n 0 0 2 7 5 7 9  li pi d s y nt h e si s 
C G 1 1 4 2 5  F B g n 0 0 3 7 1 6 7  li pi d s y nt h e si s 
C G 1 1 4 2 6  F B g n 0 0 3 7 1 6 6  li pi d s y nt h e si s 
C G 1 1 4 3 7  F B g n 0 0 3 7 1 6 5  lipi d s y nt h e si s 
C G 1 1 4 3 8  F B g n 0 0 3 7 1 6 4  li pi d s y nt h e si s 
C G 1 1 4 4 0  F B g n 0 0 3 7 1 6 3  li pi d s y nt h e si s 
C G 1 2 7 4 6  F B g n 0 0 3 7 3 4 1  li pi d s y nt h e si s 
m o d( m d g 4)  F B g n 0 0 0 2 7 8 1  li pi d s y nt h e si s 
w u n  F B g n 0 0 1 6 0 7 8  li pi d s y nt h e si s 
w u n - 2 F B g n 0 0 4 1 0 8 7  li pi d s y nt h e si s 
mi d w a y  F B g n 0 0 0 4 7 9 7  li pid s y nt h e si s 
L p R 1  F B g n 0 0 6 6 1 0 1  li p o pr ot ei n tr a n s p ort 
L p R 2  F B g n 0 0 5 1 0 9 2  li p o pr ot ei n tr a n s p ort 
Rf a B g  F B g n 0 0 8 7 0 0 2  li p o pr ot ei n tr a n s p ort 
C G 1 1 4 0  F B g n 0 0 3 5 2 9 8  k et o n e b o d y c at a b oli s m 
C G 1 0 9 3 2  F B g n 0 0 2 9 9 6 9  k et o n e b o d y s y nt h e si s 
C G 9 1 4 9  F B g n 0 0 3 5 2 0 3  k et o n e b o d y s y nt h e si s 
C G 8 8 8 8  F B g n 0 0 3 3 6 7 9  k et o n e b o d y s y nt h e si s 
C G 1 0 3 9 9  F B g n 0 0 3 1 8 7 7  k et o n e b o d y s y nt h e si s 
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H M G C o A   r e d u ct a s e F B g n 0 2 6 3 7 8 2  i s o pr e n oi d bi o s y nt h e si s 
F p p s  F B g n 0 0 2 5 3 7 3  i s o pr e n oi d bi o s y nt h e si s 
P d k  F B g n 0 0 1 7 5 5 8  p yr u v at e d e h y dr o g e n a s e 
C G 1 1 8 7 6  F B g n 0 0 3 9 6 3 5  p yr u v at e d e h y dr o g e n a s e 
C G 7 0 1 0  F B g n 0 0 2 8 3 2 5  p yr u v at e d e h y dr o g e n a s e 
C G 5 2 6 1  F B g n 0 2 8 3 6 5 8  p yr u v at e d e h y dr o g e n a s e 
s c hl a n k F B g n 0 0 4 0 9 1 8  s p hi n g oli pi d s y nt h e si s 
S m Sr  F B g n 0 0 5 2 3 8 0  s p hi n g oli pi d s y nt h e si s 
Gl c A T- P F B g n 0 0 3 6 1 4 4  s p hi n g oli pi d s y nt h e si s 
Gl c A T- S F B g n 0 0 3 2 1 3 5  s p hi n g oli pi d s y nt h e si s 
br n  F B g n 0 0 0 0 2 2 1  s p hi n g oli pi d s y nt h e si s 
C G 9 0 7 8  F B g n 0 0 0 1 9 4 1  s p hi n g oli pi d s y nt h e si s 
S pl y  F B g n 0 0 1 0 5 9 1  s p hi n g oli pi d c at a b oli s m 
C G 1 5 5 3 3  F B g n 0 0 3 9 7 6 8  s p hi n g oli pi d c at a b oli s m 
C G 1 5 5 3 4  F B g n 0 0 3 9 7 6 9  s p hi n g oli pi d c at a b oli s m 
C G 3 3 7 6  F B g n 0 0 3 4 9 9 7  s p hi n g oli pi d c at a b oli s m 
C D a s e F B g n 0 0 3 9 7 7 4  s p hi n g oli pi d c at a b oli s m 
b w a  F B g n 0 0 4 5 0 6 4  s p hi n g oli pi d m et a b oli s m 
C G 1 2 0 3 4  F B g n 0 0 3 5 4 2 1  s p hi n g oli pi d m et a b oli s m 
C G 3 1 1 4 8  F B g n 0 0 5 1 1 4 8  s p hi n g oli pi d m et a b oli s m 
C G 3 1 4 1 3  F B g n 0 0 5 1 4 1 3  s p hi n g oli pi d m et a b oli s m 
C G 3 1 4 1 4  F B g n 0 0 5 1 4 1 4  s p hi n g oli pi d m et a b oli s m 
C G 1 6 7 0 8  F B g n 0 0 3 7 3 1 5  s p hi n g oli pi d m et a b oli s m 
S a p -r F B g n 0 0 0 0 4 1 6  s p hi n g oli pi d m et a b oli s m 
S k 1 F B g n 0 0 3 0 3 0 0  s p hi n g oli pi d m et a b oli s m 
S k 2 F B g n 0 0 5 2 4 8 4  s p hi n g oli pi d m et a b oli s m 
D h a p -at  F B g n 0 0 4 0 2 1 2  p h o s p h oli pi d bi o s y nt h e si s 
n e s s y F B g n 0 0 2 6 6 3 0  p h o s p h oli pi d bi o s y nt h e si s 
S R E B P  F B g n 0 2 6 1 2 8 3  S R E B P p at h w a y  
S C A P  F B g n 0 0 3 3 0 5 2  S R E B P p at h w a y  
S 1 P  F B g n 0 0 3 7 1 0 5  S R E B P p at h w a y  
S 2 P  F B g n 0 0 3 3 6 5 6  S R E B P p at h w a y  
s eri n e p al mit o yltr a n sf er a s e I  F B g n 0 0 8 6 5 3 2  s p hi n g oli pi d s y nt h e si s 
l a c e F B g n 0 0 0 2 5 2 4  s p hi n g oli pi d s y nt h e si s 
C G 2 1 5 9  F B g n 0 0 5 2 4 8 4  s p hi n g oli pi d c at a b oli s m 
C G 5 5 4 7  F B g n 0 0 3 2 4 8 2  s p hi n g oli pi d m et a b oli s m 
C G 6 0 1 6  F B g n 0 0 3 3 8 4 4  s p hi n g oli pi d m et a b oli s m 
f att y al d e h y d e 
d e h y dr o g e n a s e F B g n 0 0 1 0 5 4 8  S R E B P p at h w a y  
p h o s p h o c h oli n e 
c yti d yl yltr a n sf er a s e F B g n 0 0 4 1 3 4 2  S R E B P p at h w a y  
p h o s p h ati d yl s eri n e 
s y nt h a s e F B g n 0 0 3 7 0 1 0  S R E B P p at h w a y  
s u g F B g n 0 0 3 3 7 8 2  tr a n s cri pti o n 
gl u c o s e- i n d.  F B g n 0 0 3 1 0 3 4  gl u c o s e 
bi g m a x  F B g n 0 0 3 9 5 0 9  tr a n s cri pti o n 
Mi o  F B g n 0 0 3 2 9 4 0  tr a n s cri pti o n 
Sir 2  F B g n 0 0 2 4 2 9 1  tr an s cri pti o n 
A T F - 2 F B g n 0 2 6 5 1 8 2  tr a n s cri pti o n 
d H N F 4  F B g n 0 0 0 4 9 1 4  tr a n s cri pti o n 
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D H R 3 8  F B g n 0 0 1 4 8 5 9  tr a n s cri pti o n 
e w g  F B g n 0 0 0 5 4 2 7  tr a n s cri pti o n 
d El g  F B g n 0 0 0 4 5 1 0  tr a n s cri pti o n 
s p ar g el F B g n 0 0 3 7 2 4 8  tr a n s cri pti o n 
C G 8 0 5 7  F B g n 0 2 6 0 9 7 2  A M P K  
S N F 1 A  F B g n 0 0 2 3 1 6 9  A M P K  
S N F 4 A  F B g n 0 2 6 4 3 5 7  A M P K  
I M P-L 2  F B g n 0 0 0 1 2 5 7  i n s uli n/ T O R 
d A L S  F B g n 0 2 6 1 2 6 9  i n s uli n/ T O R 
dil p 1  F B g n 0 0 4 4 0 5 1  i n s uli n/ T O R 
dil p 2  F B g n 0 0 3 6 0 4 6  i n s uli n/ T O R 
dil p 3  F B g n 0 0 4 4 0 5 0  i n s uli n/ T O R 
dil p 4  F B g n 0 0 4 4 0 4 9  i n s uli n/ T O R 
dil p 5  F B g n 0 0 4 4 0 4 8  i n s uli n/ T O R 
dil p 6  F B g n 0 0 4 4 0 4 7  i n s uli n/ T O R 
dil p 7  F B g n 0 0 4 4 0 4 6  i n s uli n/ T O R 
c hi c o, I G F 1 F B g n 0 0 2 4 2 4 8  i n s uli n/ T O R 
d o c k; dr e a dl o c k s F B g n 0 0 1 0 5 8 3  i n s uli n/ T O R 
I n R F B g n 0 2 8 3 4 9 9  i n s uli n/ T O R 
PI 3 K; p 6 0  F B g n 0 0 2 0 6 2 2  i n s uli n/ T O R 
PI 3 K; D p 1 1 0  F B g n 0 0 1 5 2 7 9  i n s uli n/ T O R 
P T E N  F B g n 0 0 2 6 3 7 9  i n s uli n/ T O R 
P D K 1  F B g n 0 0 2 0 3 8 6  i n s uli n/ T O R 
T O R  F B g n 0 0 2 1 7 9 6  i n s uli n/ T O R 
T S C 1  F B g n 0 0 2 6 3 1 7  i n s uli n/ T O R 
T S C 2, gi g a s  F B g n 0 0 0 5 1 9 8  i n s uli n/ T O R 
S 6 K  F B g n 0 2 8 3 4 7 2  i n s uli n/ T O R 
T h or  F B g n 0 2 6 1 5 6 0  i n s uli n/ T O R 
A kt F B g n 0 0 1 0 3 7 9  i n s uli n/ T O R 
L k 6 F B g n 0 0 1 7 5 8 1  i n s uli n/ T O R 
m elt e d  F B g n 0 0 2 3 0 0 1  i n s uli n/ T O R 
sli mf a st F B g n 0 0 3 7 2 0 3  i n s uli n/ T O R 
A k h F B g n 0 0 0 4 5 5 2  A k h si g n ali n g 
A K H R  F B g n 0 0 2 5 5 9 5  A k h si g n ali n g 
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s c h o ol t e a c h er s. 
  I n S e pt e m b er, 2 0 1 1, R e b e c c a b e g a n t h e P h. D. pr o gr a m i n C ell ul ar, M ol e c ul ar, 
a n d D e v el o p m e nt al Bi ol o g y a n d Bi o p h ysi cs at t h e J o h ns H o p ki ns U ni v er sit y i n 
B alti m or e, M D. S h e w or k e d as a t e a c hi n g assist a nt f or l a b or at or y c o ur s es i n 
D e v el o p m e nt al Bi ol o g y, G e n eti cs, a n d C a n c er Bi ol o g y. R e b e c c a r e c ei v e d a c ertifi c at e 
fr o m t h e Pr e p ari n g F ut ur e F a c ult y T e a c hi n g A c a d e m y i n 2 0 1 6, a n d c o m pl et e d a 
T e a c hi n g as R es e ar c h pr oj e ct st u d yi n g t h e eff e ct of pr e- cl ass vi d e os o n st u d e nt 
p er c e pti o n a n d p erf or m a n c e i n a l ar g e l e ct ur e cl ass. R e b e c c a c o m pl et e d t hr e e l a b or at or y 
r ot ati o ns d uri n g w hi c h s h e st u di e d m ot or pr ot ei n tr a ns p ort wit h Tri n a S c hr o er, t h e r ol e of 
G as 1  o n e nt eri c n e ur o n mi gr ati o n wit h C h e n- Mi n g F a n, a n d t h e eff e ct of et h a n ol o n 
bl ast o c yst d e v el o p m e nt wit h Yi xi a n Z h e n g b ef or e j oi ni n g All a n S pr a dli n g’ s l a b or at or y i n 
2 0 1 2.  
 
